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Introducción general 

1. Simbiosis liqdnica 

Los líquenes son una simbiosis cmwituida basicamente por un hongo, micosimbionte y un 

alga y/o una cianobactexia, fotosimbionte. En palabras de Margulis y Sagao (1995) el resultado de 

la simbiosis es mucho mas que una simple suma, es una sorpresa aditiva, donde de algún modo, el 

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

Dentro de los organismos considerados como líquenes los tipos de asociaciones que tienen 

lugar entre simbiontes son muy variados. Los líquenes incluyen desde asociaciones, de forma 

practicamente al azar, de unas pocas células de fotobionte con células fúngicas (Caliciales), a 

asociaciones donde las c&ks del fotobionte y el micobionte se organizan en un talo y las c&la,s 

del fotobionte se sitúan en una capa bajo el tejido fúngico cortical. En estos úlrimos casos, el liquen 

tiene muy poco parecido con los biontes que lo constituyen. Debido a todos estos dikremes 

grados de liquenización es muy difícil encontrar una deftición que pueda incluir a todos las 

dktinta.s relaciones existentes dentro de los líquenes (Nash, 1996a). 

La naturaleza de la simbiosis liquénica ha sido ampliamente debatida desde que en 1869 

Schwendener propusiera la idea de que los líquenes eran organismos de naturaleza dual y todavía 

en nuestros días sigue siendo objeto de debate. Para muchos autores los líquenes son un ejemplo 

claro de mutualismo en el que todos los miembros de la asociación obtienen beneficio de la 

relación. Alternativamente, los líquenes son considerados como un ejemplo de parasitismo 

controlado debido a que el hongo parece obtener la mayoría de los beneficios y que el organismo 

autótrofo en estado liquenizado crece de forma más lenta que en vida libre (Ahmadjiam, 1993). 

Kappen en 1994 tampoco encuentra desde un punto de vista ecofBiológico fundamentos para 

considerar que exista una relación mutualista entre ambos simbiontes. 



En relacion a estas dos concepciones es interesante destacar los siguientes aspectos: 

- Esta 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 glucosa en cianolíquencs (Smith Sc Douglas, 

1987). Sm embargo, no está demostrado que exista flujo del micobionte al fotobionte, aunque no 

se puede descartar que el micobionte acníe’como reservono de nunientes inorgánicos, al igual que 

sucede en osas simbiosis (Nash, 1996a). 

- En los líquenes se producen compuestos secundarios únicos en la naturaleza y que generalmente 

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

- La simbiosis liquénica supone un éxito desde el punto de vista ecológico ya que los líquenes se 

encuenuan en todos los hábitats terresues desde los trópicos hasta las regiones polares. Como 

resultado de la simbiosis las algas y las cianobacterias, que funcionan como fotobiontes y los 

hongos que funcionan como micobiontcs, se han expandido en hábitats donde aisladamente serían 

raros o no existirían. La mayoría de las algas de vida libre y cianobacterias se encuenaan en hábitas 

acuáticos o al menos en hábitats terrestres muy húmedos, sin embargo, cuando forman parte de los 

líquenes pueden existir en hábitats 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 autóuofos, ya que las algas verdes y 

las cianobacterias de vida libre están presentes en la mayoría de los lugares donde los líquencs son 

pioneros yen ambientes con condiciones muy adversas. 

- La organización del micobionte en el talo podría permitir una mayor acumulación de agua que 

beneficie al fotobionte (Nash, 1996a). Sm embargo, un alto contenido hídrico en los talos, puede 

no suponer tal beneficio porque provoca un aumento de la resistencia a la difusión del CO, (Lange 

et al., 1996). 



- Una alta intensidad luminosa puede afectar adversamente al fotobionte; la fotmaci6n por parte 

del mioobionte de un cortex grueso y la pigmentaci6n debida a sustancias liqtknicas protege 

parcialmente al fotobionte ante una radiación excesiva. 

De todo lo expuesto anteriormente se deduce que los benelicios obtenidos por el 

micobionte son mucho más claros que los del fotobionte. Pero quizás, lo mas importante no es 

uatar de evaluar la liquenización s610 desde un punto de vista coste-beneficio sino reconocer el 

gran éxito de la estrategia de la liquenización (Nash, 1996a). La vida puede evolucionar 

súbitamente a saltos cuando se unen partes separadas (Margulis & Sagan, 1995); la simbiosis 

liquénica pudo suponer un cambio evolutivamente importante y su permanencia hasta nuestros 

días demuestra sus ventajas. Es fundamental tener en cuenta que los líquencs son capaces de crecer 

en hábitats donde otros organismos menos emprendedores no son capaces de hacerlo (Margulis Sc 

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 lüncionamiento de la simbiosis 

liquénica en condiciones naturales. Para ello, el nabajo se ha planteado a diferentes niveles: 

ultracstructural, anatómico y bioquímico, con el tin de obtener una idea global de la ecofniología 

de los líquenes 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 bioquímicas, que en muchos casos se han puesto a punto en 

líquencs durante la realización de este trabajo. 

El desarrollo de los talos liquénicos está muy intluenciado por condiciones microclimáticas 

y por el susnato 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 

investigación. 



La zona de estudio elegida, la cual sera descrita con detalle en este mismo capítulo, 

pertenece a la zona denominada como alta montana mediterránea. Esta zona presenta la 

peculiaridad de un clima caracterizado por una gran sequía estival, una elevada radiaci6n que se 

mantiene durante todo el período invernal y un marcado conuaste de temperaturas enue el verano 

y el invierno (Pintado, 1996). Aunque todas estas caracterkticas hacen de ella un lugar de gran 

interés para investigaciones ecofniológicas en líquenes, sólo en los últimos años se han abordado 

estudios en estas zonas (Sancho Sc Kappen, 1989; Valladares, 1993; Sancho et al., 1994 y 1997; 

Pitado, 1996). 

Para poder estudiar la influencia del microchma sobre los fíquencs, el trabajo se ha centrado 

en talos liquénicos de las especies Larallia bkpanica, Parmelia mphlodes y Gmzicularia rzommicu, 

recolectados en dos zonas muy próximas pero con características microclimáticas, a pnmi, muy 

diferentes y, de forma simultánea a la recolección del material, se ha realizado el seguimiento de 

ciertos parámetros microclimáhcos a lo largo del año. En los líquenes recolectados se han estudiado 

aquellos parámetros uluaesuucmrales, anatómicos y fniológicos que puedan estar influenciados 

por variaciones microclimáticas y estacionales. Con toda la información obtenida se ha tratado de 

establecer algunas pautas de comportamiento, de las especies liquénicas estudiadas, en su ambiente 

natural. 

Para uatar de clarificar los cambios uluaestructurales y enzimáticos que se pueden producir 

en estas especies, tanto por variaciones microclimáticas como estacionales, se han llevado a cabo 

experimentos en el laboratorio bajo condiciones conuoladas. Se han estudiado los efectos de ciclos 

de hidratación-deshidratación sobre parámetros ultraestrucmrales y enzimáticos iguales a los que se 

estudian en condiciones naturales. También se han abordado estudios encaminados al 

conocimiento del funcionamiento de los procesos de adquisición fotosintética del COZ y su 

relación con el mecanismo concentrante de COa, que permitan comprender estos procesos en 

condiciones namrale.s. 
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Por último, para el estudio de las relaciones de los líquenes con el susnato sobre el que se 

asientan se ha planteado la investigacion de la inmfase talo liquénico-sustrato. El sustnto con sus 

caracterkticas específicas y los microorganismos que pueden vivir en él, están 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 fmalidad de cumplir los citados planteamientos 

se resumen en: 

l.- Caracterizaci6n microclimática y estudio de los períodos de actividad potencial en la alta 

montana mediterránea. 

2.- Caracterización de las actividades ribonucleasa y nitrato reductasa en talos liquénicos. 

3.- Caracterización de la adquisición fotosintética del carbono en TP&X&U aislada y 

liquenizada. 

4.- Estudio de las variaciones ultraestrucmtales y anatómicas en relación a variaciones 

microdmáticas y estacionales. 

5: Estudio de los cambios de los parámetros fisiológicos siguientes: actividad ribonucleasa, 

actividad nitrato reductasa, contenido en Rubisco, clorofilas y proteínas, en relación a 

variaciones microclimáticas y estacionales. 

6.. Estudio de cambios uluaestrucmralcs y enzimáticos relacionados con variaciones en el 

estado hídrico del talo. 

7.- Estudio de la interfase talo-sustrato en relación a aspectos bióticos y abióticos 



Cada uno de estos objetivos generales constituirá un capitulo, al principio del cual se 

plantearan los objetivos especíticos derivados del mismo (aparecen en negrita en cada 

inulxhlcción). 

III. Descripción de las especies 

Talos de hasta 20 cm, a menudo en apretado contacto con otros talos cubriendo amplias 

extensiones; están compuestos por lóbulos de k 4 mm de ancho, algo quebradizos, sublineales, 

discretos, contiguos o imbricados y con ápices marcadamente trumados; superficie superior 

briJlante marrón oscuro o parcialmente gris (en localidades de sombra) con pseudocifelas ovaladas 

o elongadas, las cuales se fusionan frecuentemente para formar una red blanca mas o menos 

continua; superficie inferior negra, rugosa con numerosas riziias simples o bifurcados, raramente 

ramificados. Apotecios infrecuentes. 

Biotipo foliáceo. Se asienta sobre rocas silíceas pobres en nutrientes. 

Talos de 1-2 cm de alto, formando arbwillos más o menos erectos, firmemente unidos al 

sustrato; las ramas principales son de 0.3-I mm de ancho, erectas, rígidas, duras, aplanadas, 

moderadamente ramiticadas y tidadas hacia los ápices; la superficie es negra-marrón, más o menos 

brillante. Muesna con frecuencia apotecios de l-5(-8) mm de diámetro, apicales o subapicales, 

constituidos por discos negros y brillantes, normalmente con algunas proliferaciones cilíndricas. 

Biotipo fruticuloso. Se asientan sobre rocas silíceas. 



Talos de 2-8 cm de diámetro, moderadamente pustulado. Superficie superior grisácea, 

fktemente areolada o lisa y espinoso-areolado en la zona central. Superficie inferior gris o 

marrón, mas o menos oscura, negruzca alrededor del ombligo, lisa o ligeramente areolada. E.scasos 

isidios, marginales y laminar es, negros e irregularmente ramificados (no coraloides). Apotecios 

comunes, redondeados, l-2,5 (-3) mm de ancho, estipitados, a menudo con borde cortinado, disco 

plano negro y ligeramente cóncavos. 

IV. Caracterización de la zona de estudio 

Las muestras han sido recolecmdas en tres localizaciones situadas en la Sierra de 

Guadarrama (Sistema Central) que pertenece a la región Mediterránea y dentro de ella a la 

provincia Carpetano-Ibérico-Leonesa, sector Guadarrámico (subsector Guadarramense) (Rivas- 

Martínez et al., 1987). La zona de estudio se encuentra localizada en la hoja denominada Puerto de 

Navacerrada del mapa topográfico nacional, a escala 1:25.000, de la hoja de Ccrcedilla no 508 del 

mapa topográfico nacional de España a escala 1:50.000 (II cuadrante). 

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

están situadas en el sector oeste de Cuerda Larga, con la localización geográfica que se indica a 

continuación: 





Localidad de El Ventorrillo (1600 m.s.m.): Se encuentra localizada al norte de la 

estach biogeol6gica de El Ventorrillo, más conaetamente en el arroyo de la Fraguilla, en la 

vertiente meridional de la Sierra de Guadarrama. Sus coordenadas geog&icas son: longitud 

4”01’31” y latitud: 40’45 ‘57” (Meridiano Grenwich). 

Localidad de Las Cabrillas (1936 m.s.m.): Localhada en la zona cumbreña de la Cuerda 

de las Cabrillas, próxima a la zona norte del Risco de los Emburriaderos. Sus coordenadas 

geográficas son: longitud 3”59 ‘50” y latitud 40”46’40” (Meridiano Grenwich). 

Lxxalidad 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 geográficas son: longitud 3”58 ‘45” y latitud 

40”47’05” (Meridiano Grenwich). 

Entre la primera y la última localidad hay una distancia, en dirección SW-NE, de 6,5 Km. 

La Sierra de Guadarrama está ubicada en la parte más oriental del Sistema Central y 

presenta la morfología típica de este sistema: presencia de horst y grabens dando lugar a bloques 

graníticos con características distintas en cada sector. Su límite al este queda definido en la 

depresión de Buitrago (Somosierra) pero el occidental no queda caracterizado por falta de criterios 

orográficos y geológicos definitivos. Unos autores lo sitúan en la desembocadura del río Alberche 

en el Tajo y 01~0s en la sierra de Malagón y su entorno. 

En conjunto, las áreas 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 lineación Cuerda Larga- 

Llanos de la Morcuera. A lo largo de esta dirección, la interferencia de uno de los bloques alineados 

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

En este sector de la Sierra de Guadarrama ei modelado más próximo en el tiempo se ha 

llevado a cabo por procesos fluviales, glaciarcs, periglaciares, gravitacionak y mixtos. La 
, 
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intensidad e influencia es muy dispar siendo dominantes los procesos fhwiales. Los únicos CUSOS 

de agua próximos son: al oeste el Arroyo de la Fraguilla que va a desembocar al río Navalmedio y 

el Arroyo de Peiia Cabrita que junto con el Regajo del Pez y el del Cancho Negro da origen al río 

Navacerrada. 

Los procesos glaciares en Cuerda Larga afectaron a ambas vertientes y fue una de las zonas 

de Guadarrama junto con el macizo de Peñalara y Peña Cabras donde estos procesos tuvieron su 

máximo desarrollo. Se trata en esencia de glaciares de circo en los que la cuenca de alimentación 

comenzaba alrededor de los 2000 m y los frentes de fusión, en la laguna de los Pájaros, a cotas 

variables desde 1650 m hasta 2170 m. Estos episodios se consideran producidos en la fase Würm 

(Pleistoceno superior). 

El periglaciarismo se manifiesta en formas morfológicas de canchales y pedreras, asociados 

a crestas y aristas. Estos procesos permanecen activos en la actualidad, aunque son la arroyada de 

fusión y la solifluxión los procesos dominantes. 

Los bloques graníticos aludidos anteriormente vienen deftidos por fdas y estas líneas de 

falla son concordantes con las direcciones de las laderas, por lo que éstas pueden considerarse 

estructurales, es decir las laderas son escarpes de falIa. 

Las acciones modeladoras sobre el paisaje se han quedado reducidas a efectos puntuales 

(glaciares, cuencas de recepción, etc) o hneaciones tectónicas (barranco, vaguadas, etc) que 

introducen pocos cambios al relieve inicial. En resumen, el único agente importante del modelado 

es la arroyada pluvial y nival (escorrentía en su sentido amplio). Quizás sea necesario hacer 

mención a los fenómenos de tipo gravitacional que pueden provocar deslizamientos de ladera de 

forma combinada con procesos de solifluxión y preferentemente en zonas donde aparezca una 

litología apropiada (canchales pcriglaciares). 
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Por úkimo, es importante destacar que la cobertura ed&ica esta altamente erosionada y 

degradada por la accion anuopica lo que implica la posibilidad de producirse fenomenos de 

vertiente con arrastres por lavado de los sedimentos no fijados por la vegetación. 

E?uuadn?~euló~~ 

La zona de desmuestre esta constituida por rocas ígneas y metamótficas pertenecientes al 

Macizo Heránico de edades precámbrico-paleozoicas. Estos materiales están afectados por la 

orogenia Hercínica y están ubicados en la zona Galaico-Castellana de Loae (1945) o dentro de la 

zona Centro-Ibérica de Julivert et al (1972). 

Denao de la división 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 preordovícicas exclusivamente. 

- Alto grado de metamorfiimo. 

- Procesos de anatexia. 

- Presencia de rocas graníticas tardihercínicas. 

Localmente en el punto denominado El Ventorrillo la litología es una adamellim porfídica 

de grano grueso con fenocristalcs de feldespato y con enclaves o diques, de pequeña extensión o 

potencia, de microdioritas y pórfidos graníticos. Las adamellitas están compuestas por cuarzo, 

plagioclasa, feldespato potásico y biotita; los enclaves de microdioritas por plagioclasa, hornblenda 

y biotita como minerales principales y finalmente los pórfidos graníticos por cuarzo, plagioclasa, 

feldespato potásico y biotita. 

En Las Cabrillas afloran leucogranitos de grano fmo-medio. La composición mineralógica 

de estas rocas es de cuarzo, feldespato potásico, plagioclasa, biotita y moscovita, viéndose algún 

cristal de cordierita pequeño. Como accesorios se observan apatito, circón, opacos y turmalina. 

Puntualmente, se pueden apreciar coloraciones rojizas en estas rocas que corresponden a 

fenómenos de episienitización. Estos leucogranitos están atravesados por diques de pórfidos 

graníticos de dirección ENE-ESE, de potencia muy variable y formados por cuarzo, píagioclasa, 

feldespato potásico y biotita 



En Bola del Mundo los Kquenes tienen un sustcato de rocas metamhficas (ortonekxs 

glandulares). Son rocas cuarzofeldespáticas con megacristales de feldespato y algo de biotita. 

En la Sierra de Guadarrama están representados cuauo de los seis pisos bioclimátiox 

reconocidos en la región Mediterránea: mesomediterráneo, supramediterráneo, oromediterráneo y 

criomediterráneo (Rivas-Martínez et al., 1990). Las principales series de vegetación climatófilas 

correspondientes a estos cuatro pisos bioclimáticos son: 

- Serie mesosupramediterránea de encinares silícolas Junipero oxycedri-Querceto 

rotundifoleae S. 

- Serie supramediterránea subhumeda-humeda silkola de roble melojo, luzulo forsteri- 

Quercet pyrenaicae S. 

- Serie oromediterránea silícola de los pinares, enebrales y piornales, senecioni carpetani- 

*et0 oromediterranei S. 

- Serie Criomediterránea de los pastizales psicroxerófilos, hieracio myriademni- Fesmceto 

aragonensis S. 

Las tres áreas estudidas tienen las siguientes características: 

Localidad de El Ventorrillo: se clasifica en la serie supramediterránea silícola de melojares 

supramediterráneos. Es una u3na de bosque. de pinares de repoblación de Pinw ykx@ix L. var 

iberica con abundancia de Pttidium aguilinww L. y presencia de Cytisw scopariw (L.) Li& y Cistw 

laurp1ius L.. 

Localidad de Las Cabrillas: se clasifica en la serie oromediterránea silícola de pinares 

albares (Pinw @wtris L. var iberica), piornales (Cytiwx womeditmaneus Rivas-Martínez, T.E. 

Díaz, F. Prieto, Loidi & Peñas) y enebrales rastreros Y,vzipwzu communi~ L. subespecie alpina). El 
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área de estudio comprende una zona de roquedo cumbreño, situada por encima del bosque y pw 

tanto totalmente expuesta. 

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

psicoxerófilos con presencia de Festuca iruf&esta Boiss. Constituye una zona totalmente expuesta. 



1 Caracterización microclimática y estudio de los períodos de 

actividad liquénica potencial en la alta montaíía mediterránea 

1.1. IXTRODUCCIóN 

El fkxionamiento de la simbiosis liquénica en su ambiente natural está muy influenciado 

por el microclima de los biotopos. Las respuestas f~io1ógica.s de los talos liquénicos son más 

dependientes de las características microclimkicas que de las climáticas debidas a la latitud 

(Kershaw, 1985). Los factores que mayor influencia tienen en la fisiología liquénica son 

fundamentalmente la luz, la humedad y la temperatura. 

La radiación recibida por los talos es fundamental para los procesos fotosintéticos. La 

radiación fotosinteticamente activa se encuenna en el rtigo de 400-780 nm y puede ser fácilmente 

cuantikada por medio de sensores específicos (Nash, 1996b). Además de la intensidad de la 

radiación recibida, el fotoperiodo es otro factor que parece controlar las respuestas acomodativas 

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

Respecto a la humedad, los líqíquenes como organismos poiquilohídricos son enteramente 

dependientes de períodos de lluvia, niebla o elevada humedad relativa ambiental que les permita 

alcanzar un nivel óptimo de hidratación y con ella una actividad metabólica relevante (Kershaw, 

1985). 

Los líqíquenes tienen la capacidad de sobrevivir a un amplio rango de temperaturas. Las 

temperaturas a las que los líquenes están expuestos en sus microhábitats pueden variar mucho 

respecto a las del aire circundante. En hábitats expuestos, las temperaruas suelen exceder a las del 

aire y sin embargo, en habitars 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 determinación de la 
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temperatura de los talos. De esta forma, es posible conocer su temperarura interna que depende de 

la evapotranspiración y de la cantidad total de radiación absorbida por el talo, la cual es 

dependiente entre otros factores de su color y textura (Sancho & Kappen, 1989; Sancho et al., 

1994). 

En los ambientes rupícolas pueden existir importantes diferencias entre macro- y 

microclima que pueden permitir la presencia de comunidades liquénicas en regiones que 

aparentemente son poco apropiadas para ellas. La decisiva influencia de pequeñas variaciones 

topográficas en la distribución de las especies liquénicas ha sido demostrada en diversas regiones 

bioclimáticas, especialmente en urnas polares y subpolares (Kershaw 8-z Larson, 1974; Jahns & 

Ott, 1983). En la alta montaña mediterránea se alternan estacionalmente condiciones típicas de la 

alta montaña cenno europea con largos períodos de sequía estival. Debido a estas características 

climáticas, las especies que viven en este medio deben poseer mecanismos de adaptación espeúficos 

a estas situaciones extremas. La habilidad para adaptarse a diferentes condiciones de temperatura, 

luz, longitud del día y humedad, permite a los líquenes optimizar sus procesos f~iológicos (Hahn 

et al., 1989), sin embargo, la capacidad adaptativa y acomodativa es limitada por lo que los 

líquenes de estos hábicats pueden sufrir esués en situaciones tales como: 

Altos niveles dc radiación, sobre todo cuando los talos tienen un alto grado de 

hidratación, como puede ser durante los períodos de fusión de la nieve o las tormentas de 

verano. 

-Cambios bruscos de temperatura dependimtcs de la exposición y de la alternancia día- 

noche. 

-Déficit lúdrico estival. 

Debido a la gran influencia que el microclima parece tener en la fisiología liquénica y 

la falta de una caracterización microclimática anual en la alta monta& mediterránea, se han 

propuesto los siguientes objetivos: 



l.- Caracterizar desde on punto de vista microclimático, dos biotopos rupícolas de la alta 

monta& mediterránea fiente a las variaciones climáticas estacionales a lo largo de un año de 

medidas ininterrumpidas. Para ello se instaló un sistema de evaluación microclimática en 

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

2.- Caracterizar los períodos de actividad potencial de los ralos liquénicos en la zona de 

eStUliO. 

1.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

Una de las estaciones microclimáticas se instaló en la localidad de El Ventorrillo (Sierra de 

Guadarrama) en la cara oeste de un roquedo granítico donde crecen las poblaciones de Lasauia 

hispanica y Pavmelia omphalodes. La segunda estación se instaló en la Cuerda de las Cabrillas (Sierra 

de Guadarrama) en las caras sur y noroeste de un roquedo granítico. Las dos localidades son 

ecológicamente muy diferentes (Introducción, apartado II), la de Las Cabrillas es una zona 

totalmente expuesta (Fig. la) y la de El Ventorrillo está situada en una zona boscosa (Fig. Ib). 

En El Ventorrillo, se instalaron cuatro sensores de temperatura de 1,5 mm de grosor 

(Thermistor, Granr Instrument, GB), introduciéndose dos de ellos entl-e los lóbulos de P. 

omphaludes y otros dos bajo talos de L. hispanica, en contacto con sus superficies. Se instalaron 

también dos sensores de humedad (Humicamp, Vaisala, Finlandia) para medir la humedad relativa 

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 (PI’FD), a la cual a partir de 

ahora nos referiremos como radiación (Fig. lc). Los datos se tomaron en intervalos de 2 minutos 

regisnándose automáticamente las medias cada 15 minutos en un data-logger (Squirrel 1200, 

Grant, GB) (Fig. Id). 
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En Las Cabrillas, en la cara noroeste se instaló un sensor de temperatura de 1,5 mm de 

grosor (Thermistor, Grant Instrument, GB) bajo un talo con orientación horizontal de L. &pawkz 

y en contacto con su superkie (Fig. le). El otro sensor de temperatura de 0,4 mm de grosor, se 

situó entre los lobulos de un talo con orientación noroeste de P. omphalodes (Fig. lf). En esta cara 

se instalaron también un sensor de humedad (Humicamp, Vaisala, Finlandia) y uno de PPFD (LI- 

190SB, USA). En la cara sur se instaló un sensor de temperatura de 1,5 mm de grosor, en un talo 

con orientación horizontal de L. hispanica y otro de temperatura de 0,4 mm de grosor en un talo 

con orientación sur de l? omphddes. 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 data-logger (Squirrel 1200, Grant, GB). 

Los datos obtenidos fueron procesados con la finalidad de comprobar la existencia de 

diferencias en los parámetros microclimáticos entre dos localidades distintas de la Sierra de 

Guadarrama y enn-e dos exposiciones distintas de una de ellas. También se estudió la evolución 

diaria de los datos microclimáticos en días representativos de las distintas estaciones, pudiendo así 

hacer una caracterización más fina de las diferencias microclimáticas. Para el estudio de los períodos 

de actividad potencial, se ha considerado que existe actividad potencial cuando hay una humedad 

relativa del aire en la proximidad de los ralos superior al 90%. No se han tenido en cuenta los 

momentos en que los líquenes pueden estar hidratados debido a fenómenos de condensación con 

humedad relativa del aire menor del 90%. 

l’ara la exposición y el estudio de los datos se calcularon, a partir de los datos 

microclimáticos medidos, los siguientes parámeuos para cada localidad: 

- Temperatura media (OC): media dc las medidas de los cuatro sensores de temperatura 

en un período de tiempo. 

Temperatura máxima mensual (“C): valor de la temperatura máxima durante el mes. 

Temperatura mínima mensual (“C): valor de la temperatura mínima durante el mes. 



- Temperatura media en “luz” u “oscuridad” (“C): media de la temperatura de los cuatro 

sensores para un período de tiempo y una radiación incidente mayor o menor de 2 pmol 

me2 s-l respectivamente. 

- Temperatura media en período de actividad (“C): media de la temperatura de los 

cuatro sensores de temperatma cuando la humedad relativa del aire es mayor del 90%, para 

un período de tiempo. 

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

la proximidad de los talos. 

- Porcentaje de días con actividad: Porcentaje de días en los que se alcanza en algún 

momento una humedad relativa mayor de 90%. 

Porcentaje de actividad diaria: media del porcentaje de tiempo del día con humedad 

relativa mayor del 90% en días en los que en algún momento se alcanzó una humedad 

relativa mayor de 90%. Este parámetro es desglosado en “luz” y “oscuridad”, siendo “luz” el 

porcentaje del tiempo del día con humedad relativa mayor del 90% y radiación incidente 

mayor de 2 pmol m-‘s-’ y “oscuridad” el porcentaje del tiempo del día con humedad relativa 

mayor del 90% y radiación incidente por debajo de 2 pmol m-*s-l, este último se ha 

denominado también respiración potencial en oscuridad. I ‘. 

- Porcentaje de horas de actividad: porcentaje de horas totales con humedad relativa del 

aire del 90% en la proximidad de los talos. Cuando se indique se desglosa este parámetro 

en “luz” y “oscuridad”, con el mismo criterio ya utilizado. 

Porcentaje de horas de actividad fotosintética potencial: porcentaje de horas totales 

con humedad relativa del aire del 90% en la proximidad de los talos y una radiación 

incidinte por encima de 25 pmol m-2s-‘. 

no de días con actividad: no de días en los que en a@n momento se ha alcanzado una 

humedad relativa del 90% en la proximidad de los talos. 

- Radiación diaria (mal me2 día-‘): media de los valores de la radiación total diaria 

recibida por los talos, en un período de tiempo. 

Radiación diaria en período de actividad (mal rn-’ día-‘): media dc los valores de la 

radiación total diaria recibida por los talos en condiciones de actividad potencial. 



- Radiación media en período de actividad (mm01 me2 5’): radiación media recibida en 

una hora de actividad potencial. 

El análisis estadístico fue realizado mediante análisis de la varianza (ANOVA) a través del 

programa estadístico Sigma-Plot (Jaendel Scienric USA), con el fin de establecer las diferencias 

cstadísticamente significativas (p< 0,05) entre parámetros. 

1.3. RESULTADOS 

1.3.1. Caracterización microclimática: 

Las medidas se hicieron en el período comprendido desde el 24 de marzo de 1995 al 28 de 

octubre de 1995 para ambas localidades y del 2s de diciembre de 1995 al 17 de enero de 1996 

para El Ventorrillo y del 2s de diciembre al 20 de febrero de 1996 para Las Cabrillas. La falta de 

medidas en el intervalo del 28 de octubre a 28 de diciembre se debió a un problema técnico en el 

volcado de los datos. La falta de medidas en El Ventorrillo a partir del 17 de enero se debió a una 

desaparición de la estación microclimática correspondicnrc. 

A continuación se realiza una descripción detallada de la evolución de los distintos 

parámetros microclimáticos. 

Las mayores diferencias enue ambas localid:ldcs SC dieron en el parámetro de radiación 

incidente diaria. Este parámetro fue claramente mayor en la localidad de Las Cabrillas, sobre todo 

dUrante los meses de verano que fue cuando hubo una radiación incidente mayor (Fig. 2a). Las 

diferencias cn radiación diaria, entre las dos localidades, fueron también claras cuando se 

expresaron los datos estacionalmente (Fig. 3a). La aplicación de ANOVA en los datos estacionales 

de radiación diaria, nos ha indicado que hubo difel-cncias cstadísticamente significativas entre las 



dos localidades sólo en las estaciones de primavera, verano y otoño. Los valores de radiación diaria 

en invierno fueron significativamente menores a los de las otras estaciones. En cada localidad, no 

existieron diferencias significativas entre la radiación diaria en las estaciones de primavera y verano, 

pero si respecto a las otras dos estaciones (Fig. 3a). La radiaci6n diaria en otoño presentó valores 

m$s 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 presentó los menores valores en los meses de julio y 

agosto, aumentó en septiembre y octubre y alcanzó los máximos valores en diciembre y enero (Fig. 

2b). En las dos localidades la humedad media relativa del aire presentó valores similares en los 

meses de enero, mano, abril, julio, agosto y diciembre. En mayo y junio la humedad relativa fue 

niayor en El Ventorrillo y en septiembre y octubre la tendencia SC invirtió con mayores valores en 

Las Cabrillas. 

El porcentaje de días con actividad presentó diferencias mensuales: aumentó de abril a 

junio, descendió mucho en los meses de julio y agosto y aumentó de nuevo en los meses de 

septiembre, octubre y diciembre (Fig. 2~). En la localidad de El Ventorrillo los valores del 

porcentaje de días con actividad, únicamente fueron superiores a los de la localidad de Las Cabrillas .’ 
en los meses de abril y septiembre. 

El porcentaje de actividad diaria presentó valores enrie cl 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, sepriembre y octubre, el porcentaje de actividad diaria, está por encima del 30% 

y es siempre mayor en la localidad de Las Cabrillas. Las mayores diferencias enue las dos 

localidades en el porcentaje de actividad 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 dc actividad diaria, esta 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 en diurnas (Fig. 3b). Las mayores diferencias entre las dos localidades y 
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denao de cada localidad entre noche y día, se dieron en otoño. En verano los porcentajes de horas 

de actividad, fueron m~~y similares a excepción 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 aumentó de enero a julio donde se alcanzar 0” los valores 

máximos y disminuyó de julio a diciembre (Fig. 2d). La temperanza media fue siempre mayor en 

El Ventorrillo. La temperatura máxima mensual fue superior en la localidad de El Ventorrillo, a 

excepción del mes de Septiembre. La temperatura mínima mensual fue menor en la localidad de 

Las Cabrillas; en enero, marzo y abril se produjeron las mayores diferencias para este parámetro 

entre localidades (Fig. 2d). Cuando se han estudiado los datos de temperatura estacionalmente 

(Fig. 3c) y se ha aplicado ANOVA se ha visto que las mayores diferencias entre las dos localidades 

existieron para la temperatura durante la noche. Hubo diferencias signiticativas entre las dos 

localidades, en la temperatura nocturna de primavera, verano y otoño. La temperatura diurna solo 

mostró diferencias significativas entre las dos localidades en verano. En cada localidad las 

temperaturas diurnas v nocturnas mostraron diferencias significativas en todas las estaciones menos 

en invierno. Las temperaturas nocturnas de primavera y otoño fueron muy similares para cada 

localidad. Las temperaturas diurnas de primavera JJ otoño sólo estuvieron en el mismo rango en El 

Ventorrillo, ya que en Las Cabrillas en otoño fueron itienores a las de primavera. 

1.3.2. Caracterización de períodos de actividad liquénica potencial: 

A continuación, se describirán los parámetros microclimáticos en condiciones de actividad 

liquénica potencial, condiciones que corresponden a una humedad relativa del aire mayor del 90% 

en la u3na próxima a los talos. 

Respecto a la radiación diaria en período de actividad, ANOVA nos ha mostrado que 

sólo los valores de Iradiación diaria en invierno cn la localidad de Las Cabrillas fueron 

estadísticamente diferentes de los de la localidad de El Ventorrillo en la misma estación y de los de 



las dos localidades en las demás estaciones (Fig. 4a). La radiacidn diaria en período de actividad 

siempre fue mayor en Las Cabrillas, pero debido a la gran varianza existente, las diferencias no 

füeron significativas. La radiación diaria recibida en El VentorriUo fue muy constante a excepción 

del invierno donde los valores fueron mayores. En la localidad de Las Cabrillas la radiación diaria 

en período de actividad fue similar en verano y otoño y algo mayor en p”avera. En invierno en 

las dos localidades a pesar de que la radiación diaria fue muy baja (Fig. 3a), fue cuando existieron 

los mayores valores de radiación diaria en período de actividad, poque los sensores de humedad en 

este período marcaron siempre una humedad relativa máxima. Coincidiendo con los datos de 

radiación diaria, exísaó la tendencia en primavera, verano y otoño a mayores valore-s de radiación 

diaria en período de actividad, en la localidad de Las Cabrillas, aunque las diferencias no fueron 

significativas. 

El porcentaje de actividad diaria sólo mostró diferencias significativas en los valores 

pertenecientes al invierno, respecto a las otras estaciones (Fig. 4b). La tendencia es a mayores 

valores en El Ventorrillo que en Las Cabrillas y en los períodos nocturnos mas que en los diurnos, 

pero sin ser en ninguno de los casos estadísticamente diferentes. 

La temperatura media en período activo (Fig. 4c), fue menor que la temperatura media 

(Fig. 3~). La aplicación de ANOVA ha mostrado clue en todas las estaciones hubo diferencias 

significativas en la temperatura en período de actividad entre las dos localidades (Fig. 4c), incluso 

en invierno, donde las temperaturas generales no las mostraron (Fig. 3~). Las temperamras diurnas 

1’ nocturnas, en condiciones de actividad potencial, sólo mostraron diferencias significativas, en la 

localidad de Las Cabrillas, en las estaciones de verano y otoño (Fig. 4~). Los talos de El Ventorrillo 

mosfraron la tendencia (no diferencias significativas) a mayores temperaturas diurnas en las 

estaciones de primavera y verano, invirtiéndose la tendencia en otoño e invierno. En Las Cabrillas a 

excepción del invierno donde las temperamras medias diurnas y nocturnas fueron muy próximas, 

en el resto de las estaciones existió la tendencia (sin diferencias significativas) dc temperaturas 

diurnas mayores. 



Dentro de la caracterización de las dos localidades, hay que tener en cuenta que pueden 

existir diferencias también dentro de cada localidad debidas a diferente orientación. Para ilustrar 

este aspecto, se han comparado los parámetros microclimáticos 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 orientación noroeste el porcentaje de horas de 

actividad durante el día fue mayor que en exposición sur, coincidiendo con una menor radia&” 

media en período de actividad (tabla 1). Durante la noche el porcentaje de horas de actividad fue 

similar para ambas orientaciones. La temperatura en período de actividad del talo de P. 

omphalodes de orientación noroeste, durante el día, fue mayor que en el de exposición sur. Las 

temperaturas nocturnas en período de actividad fueron similares en ambas orientaciones. Las 

diferencias entre orientaciones (tabla 1) fueron muy inferiores a las existentes entre localidades 

(Tabla II). 

TABLA 1: Datos de los valores medios globales de P. ompaloder, de la localidad de Las Cabrillas, de 

orientación Noroeste y Sur. Los p&metros presenrados SOLI porcentaje de horas de acxividad, media k 

desviación de la remperarura y la radiación mrdin en período de acrivid:ld (k1.p.) 

HORAS TEMPERATURA 
ACTIVIDAD (a.p.) 

(%) (“C) 

Radiación media 

(a.p.) 
(mmol rn-‘h-‘) 

día noche día “OChe rad>2 

l’.ompbalodes (N.0) 11.2 14,9 3,9?4 3,7?4 581 

P.omphalodcs (Sur) 10.3 15,34 2,1%4 3,.2-+4 655 



Para obtener conclusiones generales se han estudiado los datos de las dos localidades en 

todo el período de experimentación (Global) (Tabla II). 

La radiación diaria recibida por los talos fue significativamente superior en la localidad de 

Las Cabrillas, incluso en condiciones de actividad. Los datos globales de radiación en período de 

actividad, confirman las tendencias (no significativas) que mostraba este mismo parámetro referido 

a los distintos períodos estacionales. 

La temperatura media fue significativamente inferior en los talos de la localidad de Las 

Cabrillas y también la temperatura media en período activo. La temperatura media fue superior 

a la temperatura media en período activo. 

El porcentaje de actividad diaria no mostró diferencias significativas 

El número de días 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. 



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 períodos eqxcificados en materiales y métodos (no total de días: 239). tos 

paráme~os empleados son: radiación diaria, temperxum media, porcentaje de actividad diaria, radixir5n 

diaria y temperatura en período de actividad y no total de días con actividad. Los valores excepto en número 

toml de días con actividad, el porcentaje de horas de actividad potencial y porcentaje de horas de actividad 

fotosintética potencial, se presentan como media -+ desviación típica. 

LAS CABRILLAS EL VENTORRILLO 

Radiación diaria (mol.m-2día~‘) 

(talos HR>90%) 

Temperatura (“C) 

(talos HR>90%) 

2,7 2 3,l 1,32 -c 1,44 

4,s t 3,6 7,2 2 2,9 

Actividad diaria(%) 24,6 t- 15,6 23,6 -t 17,l 

Radiación diaria (mol.nY2día~‘) 17.5 t S,l ll,7 t 4,7 

Temperatura (“C) 

no total de dias con actividad y 

(%) 

Horas de actividad dia (%) 

Horas de actividad noche (%) 

Respiracion en oscuridad 

potencial 

Horas de fotosintesis potencial 

W) 

121 (.jO%) 105 (44%) 

10.3 9,16 

13.7 10 

s 5,3 

P<O,O5 

P<O,O5 

n.s. 

P-CO,05 



1.3.3. Evolución microclimática diaria 

A continuación se presenta la evolución diaria de los parámetros microclimáticos para 

ciertos días característicos de las distintas estaciones. 

PRIMAVERA: 

- 18 de Abril de 1995: 

Este día con una humedad relativa media del aire del 43% en El Ventorrillo y en Las 

Cabrillas 43,8% (exposición noroeste) y 42,8% (exposición sur), es representativo de un día de 

primavera sin precipitaciones. Las temperaturas medias fueron 11,3”C (El Ventorrillo) y 14,7”C 

(Las Cabrillas). 

El Ventorrillo: 

La radiación incidente alcanzó altos valores, en dos períodos uno a media mañana y otro 

a media tarde. La temperatura nocturna fue muy estable; con el día se produjo un aumento de 

temperatura muy estrechamente ligado a un aumento de radiación incidente. Los cuatro 

sensores de temperatura no presentaron grandes diferencias entre ellos (Fig. 5a). La humedad 

relativa estuvo regulada también por la radiación incidente, disminuyendo al comenzar el 

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

Las Cabrillas: 

La radiación fue claramente diferente en las dos exposiciones. Los másirnos de radiación 

no fueron muy diferentes pero en el sensor de exposición noroeste se alcanzaron por la tarde 

(con muchas subidas y bajadas), mientras que en el de exposición sur estos máximos se 

alcanzaron por la mañana (permaneciendo muy estable) (Fig. Sc). La xmperatura y la humedad 

como sucedió en El Ventorrillo variaron reguladas por la radiación. El descenso de humedad 

relativa fue más acusado para la orientación sur donde el gran aumento de radiación se dio por la 



maÍíana. En orientación noroeste este descenso fue más gradual, debido a que las altas 

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

- 22 de Abril de 1995: 

Este día de humedad relativa media del aire en El Ventorrillo del 86% y en Las Cabrillas 

82% (exposición noroeste) y 93,4% (exposición sur), es representativo de un día de primavera 

con abundantes precipitaciones. Las temperamuras sufrieron un fuerte descenso desde el 18 del 

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

El Ventorrillo: 

Se uacó de un día cubierto, la radiación presentó valores bajos alcanzando sólo 

radiaciones de 1000 ~mo1.m -’ -’ s en algunos n~omenros por la tarde. La temperatura aumentó 

paralelamente a la radiación, siendo similar en las ralos de las dos especies (Fig. 6a). La humedad 

relativa fue muy alta durante todo el día, prcsenrando sólo un descenso por la tarde cuando la 

radiación incidente fue mayor (Fig. úb). 

Las Cabrillas: 

La radiación recibida por la mañana y por la tarde en exposición su, al igual que sucedió 

en El Ventorrillo, presentó valores bajos. Por la urde alcanzó en dos momentos radiaciones 

importantes alrededor de los 2500 ~mol.n~~~s~ en la exposición noroesre. Hubo una marcada 

diferencia enrre la temperatura de los talos duranre el día y In noche. La temperatura parece 

depender mas de la especie que de la exposición. La temperarura de L. hi$x~nica, cuando la 

comparamos con 1’. omphalodes, tuvo valores nxís bajos durante la noche, alcanzó valores 

superiores en las primeras horas del día y de nuevo inferiores, con mayores diferencias, a partir 

de las 10:OO. Las diferencias entre especies pueden deberse bien a disrinta exposición o al hecho 

de que tienen disrinto tipo de sensor (1,5 nun y 0,4 mm de grosor) (Fig. 6~). La humedad 

relativa descendió algo en dos intervalos durante las primcräs horas de la mañana en los dos 

sensores (atribuible al aumcnro dc radinción), fuc cscablc con valores máximos en el resto del día 



para el sensor de exposición sur y sufrió un descenso a niveles del 60% en la exposición noroeste 

(mayor radiación) (Fig. 6d). 

VERANO: 

- 12 de julio de 1995: 

Este día la humedad relativa media del aire fue del 45% en El Ventorrillo y en Las 

Cabrillas 53% (exposición noroeste) y 48,596 (exposición sur). La temperatura media fue de 

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

El VentorriUo: 

La radiación presentó valores máximos en dos períodos, uno por la mañana y otro por la 

carde. La temperatua fue aumentando a lo largo del día, alcanzando los valores máximos 

cuando la radiación fue máxima (Fig. 7a). La humedad relativa descendib con el aumento de la 

radiación, siendo próximos al 0% cuando la radiación fue máxima (Fig. 7b). 

Las Cabrillas: 

En la exposición noroeste los valores de alta radiación se dieron por la tarde y en la 

exposición sur por la mañana. Para L. hispanica la temperatura medida por los dos sensores fue 

similar. P. omphalodes en exposición sur, presentó valores siempre inferiores, al resto de los 

sensores. P. omphalodes exposición noroeste, tuvo valores de temperarura similares a los de L. 

hispanica, aunque debido a que las máximas radiaciones en esta exposición se dan por la tarde, se 

retrasa su consecución (Fig. 7~). La humedad relativa descendió con el aumento de radiación, 

por lo que el descenso de humedad es más brusco en la exposición sur, donde la radiación fue 

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

Día con una humedad relativa media del aire de 50,3% en El Ventorrillo y en Las 

Cabrillas 66,4% (exposición noroeste) y 55,3% (exposición sur). La temperatura media fue de 

18,3“C (El Ventorrillo) y 22,l”C (Las Cabrillas). Fue un día de verano con tormentas. 

El Ventorrillo: 

El comportamiento fue similar al 12-7-95, pero con menores fluctuaciones de radiación 

(Fig. Sa) y con un descenso más brusco de la humedad relariva, debido a que sus valores durante 

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

Las Cabrillas: 

Las dos exposiciones presentaron míximos de radiación (con pocas fluctuaciones, como 

ocurre en El Ventorrillo) en períodos del día diferente como sucedió el 12-7-95. L. htrpanica 

presentó muchas diferencias entre los dos sensores de temperatura. En I? omphalodes se 

alcanzaron valores similares de temperatura en los dos sensores, pero en distintos momentos 

como ocurrió con la radiación (Fig. Sc). Durante la noche se alcanzaron valores máximos de 

humedad relativa en los scnsores de las dos orienrxionq sufriendo un descenso a lo largo del 

día que fue de nuevo más brusco en la exposición sur (Fig. Sd). Los valores de humedad relativa 

fueron superiores a los alcanzados en El Ventorrillo. 

OTOÑO: 

7 de Octubre de 1995: 

Día de humedad rclariva media del aire de 67,S% en El Ventorrillo y en Las Cabrillas 

de 79,4% (exposición noroeste) y 73% (csposición sur). La temperatura media fue de 14,9”C 

(El Ventorrillo) y 12,2”C (Las Cabrillas). 



El Ventorrillo: 

La radiación incidente alcanzó los máximos valores por la tarde, coincidiendo con los 

máximos valores de temperatura y los mínimos de humedad relativa (Fig. 9a, 9b). El descenso 

de la humedad relativa no fue gradual debido a que los valores máximos de radiación se dieron 

por la tarde. 

Las Cabrillas: 

La radiación incidente en las dos exposiciones tuvo pocas fluctuaciones y alcanzó valores 

mayores en exposición sur (mañana), que en la exposición noroeste (tarde). L. hispanica presentó 

valores diferentes en sus dos sensorec de temperamura. l? omphalodes alcanzó mayores 

temperaturas que L. hispmica, pero los máximos se produjeron en diferente momento, según la 

distinta orientación (Fig. Sc). El descenso de la humedad relativa fue más brusco en orientación 

sur, como ocurrió en los otros días estudiados (Fig. 9d). 

INVIERNO: 

- 10 de enero de 1996: 

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

los líquenes se encontraban cubiertos de nieve. 

El Ventorrillo: 

La radiación incidente alcanzó valores muy bajos, no superando los 500 pmol m-as-‘, 

máximo que ocurrió por la tarde. La temperatura aumentó durante cl día dándose cl máximo cn 

el momento en que se produjo la máxima radiación (Fig. loa). 

Las Cabrillas: 

La radiación incidente fuc muy baja. Los máximos valores se produjeron durante la 

tarde. Las temperaturas fueron cn todo momento muy estables, presentado valores muy bajos. 



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 continuación SC describe de forma resumida los aspectos más característicos del 

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

Global: 

En la localidad de Las Cabrillas la radiación fue significativamente mayor y la 

temperatura significativamrnte menor! que en la localidad de El Ventorrillo, tanto bajo 

cualquier condición como cn las correspondientes a actividad potencial. La radiación diaria y la 

temperatura media en período de actividad fueron inferiores. a los valores generales. 

El porcentaje de actividad diaria no mostró diferencias entre las dos localidades; sin 

embargo, en la localidad dc Las Cabrillas hubo un mavor número de días con actividad. 

Ei porcentaje de IIIII-as de fotosíntesis potencial y respiración en oscuridad potencial fue 

mayor en la localidad de Lns Cabrillas. 

Estacional/mensual: 

La radiación diari:l cn In localidad de El Venta,rillo, fue significativamente inferior a la 

recibida en la localidad dc Las Cabrillas, en todas las csraciones menos en cl invierno. En 

condiciones de actividad también SC recibió menos radiación en El Ventorrillo, pero sólo 

existieron diferencias signitkxivas cntrc ambas localidades en invierno. 

Las temperaturas nocturnas fueron csrndisticamentc inferiores a las diurnas. Las 

temperaturas nocturnas dc la localidad dc Las Caht-illas fueron significativamente inferiores a las 

de El Ventorrillo, en todxs las cstacioncs n~cnos en cl invierno. Las temperaturas diurnas del 

verano en E,l Ventorrillo fueron significati\~amclIrc superiores a las de Las Cabrillas y no lo 

fueron en el resto dc las cstacioncs. Las trmpc~xuras en condiciones de actividad, en la localidad 



de El V.-m.torrillo fueron significativamente superiores, a las de la localidad de Las Cabrillas, en 

todas las estaciones. Las temperaturas diurnas y nocturnas, en período de actividad, sólo 

mostraron diferencias significativas en la localidad de Las Cabrillas en verano y otoño, siendo las 

diurnas superiores. 

Existió un mayor porcentaje de horas de actividad en la localidad de Las Cabrillas y por 

las noches fue mayor que durante los días. No hubo diferencias entre el porcentaje de actividad 

diaria entre ambas localidades. 

Diario: 

Los máximos de radiación diaria en la localidad de El Ventorrillo se alcanzaron en dos 

períodos uno por la mañana y otro por la tarde. Los líquenes en la localidad de Las Cabrillas, 

recibieron los máximos valores de radiación en un único período aunque más amplio, que se 

produjo por la mañana en orientación sur y por la tarde en orientación noroeste. 

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

radiación. 

La humedad relativa, descendió paralelamente al aumento de radiación. El descenso de 

los niveles de la humedad relativa nocturna con el inicio del día, fue anterior y más acusado, en 

la localidad de Las Cabrillas, ya que la radiación se recibió más temprano. En la localidad de Las 

Cabrillas, el descenso fue diferente en las dos exposiciones, en la exposición sur fue más brusco 

que en la noroeste ya que los máximos de radiación se alcanzaron por la mañana. 



1.35. Caracte+ticas microclimáticas en los periodos previos a las recolecciones. 

Para poder realizar un mejor análisis de las variaciones ultrastructurales y enzimáticas que 

se produjeron en el período de las medidas microclimáticas, se han calculado los valores medios 

de los parámetros más importantes para el período previo a la recolección de las muestras (Tabla 
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Fig. 2: Datos microclimáticos mensuales registrados en las localidades de El Ventorrillo y Las Cabrillas. 
A- Variación mensual de la radición diaria; -O- (El Ventorrillo) -O- (Las Cabrillas). 
B- Variación mensual de la humedad relativa del aire en la zona prbxima a los talos; -O- (El Ventorrillo) 

-0- (Las Cabrillas). 

C- Porcentaje de días con actividad; n (El Ventorrillo) Cl (Las Cabrillas) 
Porcentaje de actividad diaria; -(El ventorrillo), /// (Las Cabrillas). 

D- Temperamra máxima mensual, Temperatura media y Temperatura mínima mensual; -e- (El 
Ventomillo) -0- (Las Cabrillas). 
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pxic& activo (Humedad relativa del aire en la proximidad de los talos mayor del XI%)/,).. 
A- Variación mensual de la radiación diaria en petíodo activo; 0 (El Ventorrillo), ///(Las Chillas). 
B- Variación mensual del pxcentaje de actividad dizria diurno y noclumo; 0 (diurna, El Ventonillo), /// 
(II- El Ventonillo), \\\ (diurna, Las Cabrillas), # (nocturna, Las Chillas). 
C- Variación mensual de la temperatura cn prrícdo activo; 0 (diun+ El Ventorrillo). /// (nstuma, El 
Ventorrillo), \\\ (diuw La Cabrillas), # (nccNna, Las Cabrillas). 



Grafica.s de la evolución microclimática diaria: 

Fig. 5-10: Evolución diaria de los parámetros microclimáticos en días rcprcscnraúvos de las diferentes 
estaciones. 
Ay B- Localidad de El ventorrillo: 

Tl (rojo) y T3 (verde): sensores de temperatura de Lamllti hispanica (oricnración oeste). 

T2 (rosa) y T4 (azul): scn.sorcs de tcmpcramra de Pumlia ompbaloder (orientación oeste). 

HI (marrón) y HZ (azul): sensores de humedad (orientación ocstc). 
Rl (...) y R2 (---): sensores PAR (orientación oeste). 

C y D- Localidad de Las Cabrillas: 

Tl (rojo) y T3( verde): sensores de tcmpcratu~~ en LmzUriz hispamia (orientación nomc.stc). 
T2 (rosa): scmor de tcmpcratum dcPam& mnphdodes (orientación noroeste). 
T4 (azul): sensor de temperatura de Pamelia ompb&des (orientación su). 
Hl: scmor de humedad (orientación noroeste). 
HZ: sensor dc lmmcdad (orientación sur). 
Rl: scnso~ PAR (orientación noroeste). 
R2: ~cmoï PAR (orientación su). 















2 Carzterización de las actividades nitrato reductasa y 

ribonucleasa en talos liquénicos 

2.1. INTRODUCCIÓN 

2.1.1. Ribonucleasas 

Las moléculas de RNA son estables bajo condiciones f~iológicas e in vivo sólo pueden ser 

hidrolizadas enzimáticamente. Los niveles de las diferentes formas moleculares de RNA necesarios 

en la célula en cada momento, pueden set controlados por regulación de su síntesis y por 

modulación de su hidrólisis. 

Las ribonucleasas (RNasas), enzimas que degradan el RNA, son esterasas con modo de 

acción endo- o exo-, dependiendo de qe actúen sobre las uniones diester internas o externas de la 

cadena polinucleótida. 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 base a criterios bioquúnicos, se distinguen cuatro tipos principales (Green, 1994): 

l- RNasas tipo 1, endoribonucleasas solubles, son específicas de RNA, su pH óptimo es 5- 

$5 , tienen un peso molecular de 20-25 KDa y baja sensibilidad al EDTA. 

2- RNasas tipo II, endoribonucleasas microsomales, son específicas de RNA, tienen un pH 

óptimo entre 6 y 7, un peso molecular de 17-21 KDa y baja sensibilidad al EDTA. 

3. Nucleasas tipo 1, son endonucleasas que degradan tanto RNA como DNA, con un pH 

óptimo 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 qe degradan tanto RNA como DNA, 

tienen un pH óptimo entre 7 y 9, un peso molecular de 100 KDa y una elevada 

sensibilidad al EDTA. 



En Cb&r&z se ha identificado una RNasa Tipo 1 (Brown & Marshall, 1977). En tejidos 

vegetales ha sido detectada actividad RNasa en distintas partes de la célula, como cloroplastos, 

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

(Green, 1994). 

Las BNasas en plantas están asociadas a un amplio rango de procesos f~iológicos y del 

desarrollo. Así mismo, se observan cambios en los nivele.5 de BNasa en respuesta a diferentes 

factores tales como el déficit de agua, el déficit de fosfato, la luz, las bajas temperaturas y el ataque 

por patógenos (Green, 1994). No siempre el aumento de actividad RNasa se correlaciona con un 

descenso en los niveles de RNA. Esta aparente discordancia puede entenderse si a las BNasas se les 

atribuyen otras funciones además de la de conuol de los niveles de RNA. Por ejemplo, se han 

descrito RNasas exocelulares que intervienen en procesos de autoincompatibilidad. Otro ejemplo 

lo constituye la inducción de RNasas que se produce bajo condiciones de déficit de fosfato 

inorgánico. En este último caso se sugiere que estas enzimas formarían parte del mecanismo de 

recuperación de fosfato; las RNasas podrían proporcionar fosfato teniendo en cuenta que el RNA 

constituye el mayor reservorio interno de fosfato orgánico. Por último, señalar que las RNasas 

podrían intervenir en los mecanismos de defensa frente a patógenos, ya que ha sido descrito un 

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

Cabe destacar que el incremento de actividad RNasa bajo determinadas condiciones se ve 

acompañado de un cambio en el patrón electrofórmico (Baumgartner & Matile, 1977; Bryant er 

al., 1976). 

El conocimiento de las enzimas que degradan el RNA es fundamental para poder 

comprender un gran número de procesos regulatorios y del desarrollo en los que las 

moléculas del RNA intervienen. Hasta ahora la actividad RNasa no ha sido estudiada en 

líquenes, por ello y por sus importantes funciones se propone comprobar la presencia de esta 

actividad en talos liquénicos y caracterizarla bioquímicamente. El hecho de que la actividad 



pueda venir determinada por varias isohmas, como sucede en otros organismos, justih 

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

2.1.2. Nihato reductasas 

El nitrógeno es un mactonuaiente esencial pata la vida, necesario para la síntesis, de ácidos 

nudeicos y proteínas, entre otros componentes celulares. Cuando existe una limitación en el 

suministro de nitrógeno, frecuentemente se produce una reducción del crecimiento y la 

productividad, de los ecosistemas asi como de sus componentes considerados aisladamente (Nash, 

1996~). En los suelos el ninógeno experimenta cambios en su estado de oxido-reducción como 

consecuencia de la actividad metabólica de diferentes grupos de bacterias. La forma de nitrógeno 

inorgánico más abundante del suelo es el nitrato, esto se debe a que las condiciones de la mayoría 

de los suelos, a excepción de los ácidos y los poco aireados, favorecen el proceso de nikficación 

(Maldonado, 1992). 

Los líquenes con un alga verde como único fotobionte pueden utilizar como fuente de 

nitrógeno nitrato y amonio. En el crecimiento y la supervivencia de dichos Kquenes resulta crítica la 

cantidad de nitrógeno disponible (Nash, 1996~). 

El nitrato absorbido por los vegetales es reducido a amonio y este es seguidamente 

incorporado a esqueletos carbonados pata la síntesis de aminoácidos. Este último proceso se 

denomina asimilación de amonio. 

El proceso de reducción de nitrato se lleva a cabo en dos etapas; en la primera el nitrato se 

reduce a nitrito por acción de la ninato reductasa yen la segunda el nitrito se reduce a amonio por 

acción de la nitrito reductasa. A continuación se produce la asimilación del amonio generado y la 

formación de distintos compuestos nitrogenados. 



La enzima nitrato reductasa es dave en la regulación del proceso de reducción de nitratos. 

Existen dos tipos de nitrato reductasa según el donador de electrones que milizan: nitrato 

reductasas dependientes de piridin nudeótidos, que están 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 niuato reductasa en líquenes, tanto con métodos de valoración 

“in ~~IXJ” como “in vifxo” (Shapiro, 1985, 1987, 1989,199l; Avalos & Vicente, 1985). 

La enzima niaato reductasa es inducible por susuato y muestra una elevada velocidad de 

turnover (Sinha & Nicholas, 1981). Se encuentra estrictamente regulada por un mecanismo 

posiblemente complejo que se compone de: 

- Regulación de la síntesis 

- Regulación de la degradación 

- Regulación de la actividad (inactivación reversible, activación por efectores, 

compartimentación). 

La actividad nitrato reductasa se encuentra regulada por factores endógenos talcs como la 

disponibilidad de poder reductor en hojas (Kenis et al., 1992) y en el caso de los líquenes, el 

contenido de sustancias liquénicas (Shapiro, 1987), así como por factores externos t-ales como la 

luz (intensidad y distribución cspcctral), la temperatura, concentración de oxígeno y dióxido de 

carbono, dispomblhdad de nitrato y otros metabolitos (Kermis & 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 asimilación 

de nitrógeno y que es una enzima cuya actividad se ve afectada por factores muy diversos, se 

ha propuesto el valorar in vivo la actividad nitrato reductasa de las especies Lasallia 

hispanica, Parmelia omphabdes y Cmnkulati normoerica. La técnica de valoración in vivo se 

presenta como una técnica muy atractiva en ecofisiología porque da una buena estima del 



poder reductor y del contenido de la enzima y además requiere una menor inversión de 

tiempo en el proceso que la valoración “in titro” (Piille & Thiéry, 1994). La acdvidad 

medida in vivo se puede denominar “actividad nitrato reductasa funcional” (Sinha & 

Nicholas, 1981). TambiCn se propone un estudio de la variabíídad intratalína e intermlina 

de la actividad en talos de L @panira. Los estudios de variabiidad se han relizado ~610 con 

L hispaniul ya que su biotipo umbilicado permite reconocer más fácilmente los individuos 

independientes. 

2.2. MATERIAI, Y MÉTODOS 

2.2.1. Actividad ribonucleasa 

2.2.1.1. Extracción enzimática: 

Los talos liquénicos fueron previamente lavados con agua destilada y mantenidos en ella 

durante 15 minutos para su hidratación, eliminándose posteriormente el exceso de agua de los 

talos con papel de filtro. Los talos fueron macerados con nitrógeno líquido y homogeneizados en 

tampón Tris-HCI 0,05 M (pH 7,3), 0,25 M sacarosa, frío, en la proporción de 10 ml de tampón 

de extracción por gramo de peso seco. El homogeneizado fue cennifügado a 26.OOOg30 minutos 

(2°C) y el sobrenadame correspondiente, mas set filtrado a través de fdtco de fibra de vidrio 

(Whatman GF/A), constituyó el extracto libre de células utilizado en la valoración de la actividad 

ribonucleasa. La medida se realizó inmediatamente después de la obtención del exttacto. 

Los extractos utilizados para llevar a cabo, el isoelcctroenfoque, la electroforesis y la 

determinación de peso molecular por cromatografía Líquida (FPLC), se prepararon, partiendo de 

los extractos libres de células obtenidos como se ha indicado previamente, procesándolos según cl 

método de Fashelt (1980) con algunas modificaciones. Las proteínas de los extractos fueron 

precipitadas con (NH&S04 al 80% de saturación y centrifugodos a 23.OOOg-30 minutos. El 

precipitado fue resuspendido en 3 ml de glicina al 1% (p/v) y nansferido a tripas de diálisis, 1% 

2 carmcrización rib”““clca9a y “kvlM rcducrasa-.48 



cuales habían sido previamente embebidas en glicina al 1%. La diálisis se realizó a 5°C. A las 12 

horas, se renueva la solución de glicina y se mantiene en las mismas condiciones otras 12 horas. 

Fiialimda la diálisis las muestras fueron lioftidas y almacenadas a -20°C hasta su uso. 

2.2.1.2. Actividad enzimática: 

La actividad ribonucleasa fue ensayada según el método descrito por Blackburn et al. 

(1977) con algunas modificaciones. El método está basado en la medida de la producción de 

mono- y oligonucleótidos solubles en medio ácido, en presencia de nitrato de lantano, usando 

RNA de levadura como sustrato. 

Ensayo: Se incubaron a 3T, durante 5 minutos, 100 ~1 de exnacto enzimático, 100 ~1 de tampón 

acetato 0,5 M (pH 45) y 50 /II de secoalbumina bovina al 1% (p/v). La reacción que comenzó por 

adición de 250 ~1 de RNA de levadura (Sigma, tipo III) al 0.2% (p/v) se llevó a cabo durante 60 

minutos a 37°C. La reacción se paró introduciendo los tubos en un baño con hielo y adicionando, 

tras 5 minutos, 500 ~1 de una solución fría de nitrato de lantano 22 mM en ácido perclórico 1,2 M 

como agente precipitante. La suspensión resultante se agitó Vigorosamente y se mantuvo en el 

baño con hielo, durante 30 minutos. A continuación se centrifugó a lO.OOOg-10 minutos y el 

sobrenadante se diluyó diez veces con agua desàlada, midiéndose la absorban& a 260 MI en un 

especnofotómeuo Zeiis PM2 DL tras ajustar el aparato con el blanco. El control se preparó dc la 

misma forma que el tubo de reacción pero omitiendo los 60 minutos de reacción. 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 absorción neta. Se define como unidad de actividad enzimática a la 

cantidad de enzima capaz de producir un aumento neto en la absorción a 260 nm de l,O, en las 

condiciones del ensayo. 



2.2.1.3. Localización subcelular de la actividad RNasa de Lmalhiz bkpamica 

Para poder determinar la localizaci6n subcehkx de la actividad RNasa de L. hhpuniuz, 

extractos libres de células fueron fraccionados como se indica a contimraci6n. El liquen fue lavado 

en agua destilada, pulverizado con nitrógeno líquido, homogeneizado en frío con tampón Tris- 

HCI 0,05M, 0,25M sacarosa (pH 7,3) (10 ml por gramo de peso seco) y cenaifugado a lOOOg- 

10 minutos (2°C). El sobrenadante fue filtrado y centrifugado a a 26.OOOg-30 minutos. Este 

segundo sobrenadante fue considerado la fracción Fl. El precipitado fue lavado con agua destilada, 

cenufigado a 3O.OOOg-30 minutos (2°C) y el sobrenadante resultante constituyó la fracción F2. 

En las fracciones Fl y F2. se valoró la actividad RNasa a diferentes pH. 

2.2.1.4. Determinación del pH óptimo y sensibilidad al EDTA 

El pH óptimo fue determinado usando tampón 0,05M en el rango de pH de 4,0 a 8,0, 

bajo las condiciones estándar. Para el rango de pH 4,0-5,5 se empleó tampón acetato sódico y para 

el rango 6,5-8,O se utilizó tampón fosfato. 

La sensibilidad al EDTA (Ácido Etilendiaminotenacético sal disódica) se determinó 

midiendo la actividad enzimática en presencia de una concentración 1 mM de EDTA en la mezcla 

de reacción. 

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

(SD9 

Preparación del gel: 

Los geles discontinuos de poliacrilamida se prepararon según Laemmli (1970). En el 

molde de polimerización del Miniprotean II (Biorad), se vertió despacio, para evitar la Íormación 

de espuma, la mezcla correspondiente al gel separador que se trataba de una disolución fkrada y 

desgasificada de acrilamida al 11,7% (p/v), N,N’-metilenbis-acrilamida 0,32% (p/v), SDS al O,l% 



en tampón Tris-HCI 0,375 M (pH 8,8), a la que se añaden 2,5 ml de N,N,N’,N’- 

tenametiletilendiamina (TEMED) y 25 ml de una solución acuosa recién preparada de persulfato 

amónico al 10% (p/v). Con el fm de favorecer la polimerización sin formación de menisco, se 

depositó cuidadosamente una delgada capa de tampón Tris-HCI 0,3 M (pH 8,s) sobre la mezcla 

de polimerización. Transcurridos 45-60 minutos, se eliminó el tampón y sobre el gel separador, ya 

polimerizado, se vertió la disolución del gel concentrante compuesta de acrilamida 3,8% (p/v), 

N,N’-metilenbis-acrilamida al 1% (p/v), SDS al 1% (p/v) en tampón Tris-HCI 0,125 M (pH 6,s) 

a la que se añadió 5 ~1 de TEMED y 25 ~1 de persulfato amónico al 10%. Antes de que se 

produjera la polimerización del gel concentrante se colocó el molde que forma los pocillos de 

aplicación. 

- Preparación de las muestras: 

Las muestras lioftidas, las cuales han sido preparadas según se explica en el apartado 

2.2.1.1, se resuspendieron en agua destilada añadiendo previamente a la electroforesis un volumen 

igual al de la resuspensión de tampón de aplicación Tris-HCI 125 mM (pH 6,s) conteniendo SDS 

4% (p/v), gkerol 21,4% (p/v) y azul de bromofenol O,Ol%. El tampón de aplicación no llevaba 

mercaptoetanol porque los agentes reductores tienen efectos negativos sobre la detección de 

actividad ribonucleasa (Yen & Green, 1991). Las muestras así preparadas se calentaron en un baño 

a 100°C durante 2 minutos. Se cargaron aplicaciones de 10 ~1 que contenían alrededor de 4 mg de 

proteína. 

Condiciones de la elecuoforesis: 

La electroforesis se llevó a cabo en tampón glicina 38 mM, Tris 5 mM (pH 8,3), 

conteniendo SDS al O,l% (p/v). Fue desarrollada a una diferencia de potencial constante de 80 

Voltios cuando la mucîtra está en el gel concennante y de 180 Voltios desde que alcanza el gel 

separador. El proceso se dio por finalizado cuando el azul de bromofenol alcanzó el exrcmo del 

gel separador. 

l’ara el cálculo del peso molecular (Pm) de las proteínas de la muestra, se realizó una recta 

de calibración construida con las siguicntcs proteínas patrón (MW-SDS-70, Sigma): 

Lisozyma. Pm= 14,3 KDa. 



- &lactoglobulina. Pm=18,4 KDa. 

- Trypsinogeno. Pm=24 KDa. 

- Pepsina: Pm=34.7 KDa. 

-Albúmina de huevo: Pm=45 KDa. 

- Seroalbúmina bovina: Pm=66 KDa. 

2.2.1.6. Isoelectroenfoque en placa 

- Preparación del gel: 

Geles de poliacrilamida de T 7,5%, C 3% y grosor 3 mm, sobre soporte de plástico, fueron 

elaborados siguiendo las insnuccioncs del Multiphor II (LKB). En el molde de polimerización se 

vertió la solución del gel desgasificada que contenía acrilamida 7,275% (p/v), N,N’-metilenbis- 

acrilamida 0,225% (p/v) y anfolitas al 8% (rango de pH 2-11, Serva) ya la que se añadió 60 ~1 de 

TEMED al 10% y 75 ~1 de persulfato amónico al lo%.. Después de 60 minutos de 

polimerización el gel fue desmoldado y almacenado por un período no superior a 18 horas, en 

ambiente húmedo a FC, hasta su uso. 

- Preparación de las muestras: 

Las muestras liofilizadas, las cuales han sido preparadas según se explica en la sección 

2.2.1.1, fueron disueltas en agua destilada, en función de la concennación requerida. 

Condiciones eléctricas del isoelectroenfoque en placa: 

Para llevar a cabo el isoelectroenfoque se utilizó el equipo Multiphor n-2117, el cual fue 

conectado a un baño tcsmostatizado LU-Multitemp Il, 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 centímetro del cátodo, utilizando 

como aplicadores papel Whatman no 1 de dimensiones (5 mm x 5 mm). El volumen de 1% 

aphcaciones fue de 10 @l, conteniendo aproximadamente 8 mg de proteínas. 



El enfoque fue llevado a cabo a una potencia máxima de 15 W y una diferencia de 

potencial máxima de 15OOV, durante 180 minutos. Los aplicadores fueron retirados a los 30 

minutos del inicio del enfoque. 

El punto isoektrico de las proteínas de la muesna fue determinado a partir de una recta de 

calibración construida con las siguientes proteínas parrón (rango amplio de p1 de Pharmacia): 

Amyloglucosidasa, pI3,50 

Inhibidor de la tripsina de soja, pI4,55 

R-lactoglobulina A, pI5,20 

Carbónico anhidrasa B bovina, pI5,85 

Carbónico anhidrasa B humana, pI6,55 

Banda ácida de myoglobina de caballo, pI6,85 

Banda básica de myoglobina básica de caballo, pI7,35 

Banda ácida de lectina de lenteja, p1 8,15 

Banda media de lectina de lenteja, p1 8,45 

Banda básica de lectina de lenteja, p1 8,65 

Tripsinógcno, pI9,30 

2.2.1.7. Localización de proteínas en geles de electroforesis y electroenfoque: 

La tinción general dc proteínas fue realizada con el sistema de tinción dc plata Biorad, 

siguiendo la metodología recomendada por la casa Biorad, con al-anas modificaciones El 

protocolo constó de los siguientes pasos: 

l-Fijación con retirada de las anfolitas (sólo en geles de isoclcctroenfoque) 

- Fijación en una solución de 30% mctanol, 10% uicloroacético y 3,5% ácido 

sulfosalicílico (1 hora). 

- Fijación en varios volúmenes de una solución 30% metanol, 12% ácido tricloroacético (2 

horas). 

2-Fijación: 



- Incubación en 40% metanol, 10% ácido adtico (Toda la noche). 

- Incubación en 10% etanol, 5% ácido acético. (2x10 minutos) 

3- Lavados con agua destilada, hasta eliminar el ácido acético de las etapas de fijacibn. 

4- Incubación con soluci6n oxidante (Biorad) (3 minutos). 

5 Lavados con abundante agua hasta que se elimina el color amarillo de los geles. 

6- Incubación con reactivo de plata (Biorad) (15 minutos). 

7- Lavado con agua destilada (1 minuto). 

8- Incubación en desarrollador (Biorad), varios cambios. 

9- Lavado en ácido acético para parar el desarrollo. 

En geles de isoelectroenfoque para revelar bandas minoritarias sin aumento del velo del gel, 

se realizó una doble tinción. Para eUo los geles teñidos con el protocolo anterior, se lavaron con 

abundante agua destilada al menos durante 1 hora (eliminación del ácido acético) y después se 

repitió el protocolo anterior desde el paso 6. 

En codos los pasos de protocolo se utilizó agua destilada y desionizada. 

2.2.1.8. Localización de la actividad RIVasa en geles de electroforesis y electroenfoque 

En esta tesis siguiendo el método de Blank et al. (1982), se ha desarrollado un método de 

detección de la actividad sin necesidad de incluir el RNA del gel. La reacción tuvo lugar al incubar 

los geles en una solución de RNA y las zonas donde se ha producido la hidrólisis se detectan, por 

Unción negativa, utilizando un colorante básico, el cual sólo interacciona con el RNA no 

hidrolizado. 

Rutinariamente el método de tinción seguido consta de las siguientes etapas: 

l.- Fase de reacción: 

Incubación del gel en una solución de RNA de levadura (Sigma, tipo III) 3mg/ml en 

tampón acetato 0,5 M (pH 4,5), a 37°C durante 60 minutos. 



2.- Fase de tinción: 

Incubación en azul de metileno 0,2% (p/ ) v en tampón Tris-HCI 1OmM (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 electtoforesis en condiciones desnaturalizames, previamente a la 

detección de la actividad tienen que ser matados con el fin de eliminar el SDS y renaturalizar la 

enzima. El método seguido se basa en el descrito por Blank et al. (19X2), con algunas 

modificaciones: 

A.- Incubación en tampón Tris-Hd 10 mM (ph 8,0) a 20°C; (2x15 minutos) 

B.- Incubación en tampón Tris-Hcl 10 mM (ph 8,0), isopropanol 25%(+), a 20°C (2x15 

minutos). 

C.- Incubación en tampón Tris-Hcl 10 mM (ph 8,0), a 2O”C, (2x15 minutos). 

2.2.1.9. Determinación del peso molecular por FPLC: 

Se ha utilizado un sistema de FPLC (Fast permeation liquid cromatography) de 

Pharmacia. 

El liofhdo de proteínas de L. hispanlca, preparado según está descrito en la sección 

2.2.1.1, fue resuspendido en tampón fosfato 0,05 M (pH 7,4), 0,15 M ClNa. La carga de 0,15 mg 

de proteínas en 100 ~1 fue inxoducida en una columna Superdex 75HR1030 equilibrada con el 

tampón de resuspensión. La elución se realizó pasando este tampón a una velocidad de 0,25 

ml/min a temperatura ambiente. Se rccogicron fracciones de 0,5 ml en las cuales SC valoró la 

actividad RNasa. El peso molecular fue determinado a partir de una recta de calibración construida 

con los datos obtenidos al cargar, en las mismas condiciones del ensayo, una mezcla que contenía 

las siguiente proteínas de peso molecular conocido (Sigma, MW-GF-70): 



- Seroalbúmina bovina; Pm=66 KDa. 

- Carbónico anhidrasa de eritrocitos bovinos; Pm=29 KDa. 

- Citocromo C de corazón de caballo; Pm=12,4 IDa. 

- Aprotinina de pulmón bovino; l?m=6,5 KDa. 

Las proteínas fueron medidas por el método de Lowry et al. (1951) y tras la elución de la 

columna por absorbancia a 280 nm con un regknador 

2.2.2. Actividad nitrato reductasa 

2.2.2.1 Valoración de la actividad nitrato reductasa 

La actividad niuato reducrasa fue valorada in vivo según el método descrito por Guerrero 

(1985). La actividad he estimada midiendo la cantidad de nitrito producido por la enzima a partir 

de nitratos, hlizando el poder reductor endógeno. La reacción se realizó en oscuridad para evitar 

la reducción de nitritos a amonio y en condiciones anaeróbias, para prevenir la competición del 

oxígeno por piridin nucleótidos reducidos (Guerrero, 1985). 

La metodología seguida fue la que se describe a continuación. Los talos liquénicos fueron 

lavados e hidratados por inmersión en agua desrilada, 15 minutos J’ parridos en trozos cuadrados 

de aproximadamente 5 mm’ de área. Los fragmentos correspondientes a 0,2 g de peso seco fueron 

infiltrados al vacío durante 3 minutos en 5 ml del medio de incubación siguiente: 

-Tampón fosfato potásico 0,l M (pH 7,7) 

-Nicrato potásico (KNOS), 0,l M. 

-1sopropanol 1% (v/v). 

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

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

interior de las células y por otro facilita condiciones anaeróbias, se retiraron 0,9 ml para la medida 

de los nitritos que existían en la muesua a tiempo 0. 



El tubo de reacción, tras introducir nitrógeno gas durante 5 minutos, se &I.I~& 30 

minutos a 37°C y en oscuridad. Transcurrido este tiempo se tomó una alicuota de 0,9 ml para la 

determinación de nitritos. 

La valoración de nitritos se realizó según el método de SneU & Snell(l949). Este método 

está basado en la formación de una sal diazónica al reaccionar el nitrito con suifanilamida, en 

medio ácido y la posterior formación de un complejo coloreado al reaccionar la sal diazónica con 

N-( 1-naphtyl)etilendiamina. El complejo de color rosa, tiene un máximo de absorción en 540 nm. 

El ensayo de nitritos consistió en mezclar 0,9 ml de solución problema, 0,3 ml de 

suknilamida al 1% (p/v) en HCI 2,4 N y 0,3 ml de dicloruro de N-(1-naphtyl)etilendiamina al 

0,02% (p/v). Los tubos una vez agitados vigorosamente, fueron centrifugados a 5OOOg-10 

minutos, para clarikar la mezcla. En el sobrenadame se midió la absorbancia a 540 nm. 

Como blanco de la reacción se utilizó 0,9 mi del tampón de incubación, el cual se procesó 

como el resto de los tubos para la medida de nitritos. Los datos de absorbancia se transformaron 

en nanomoles de nitrito, utilizando una recta panón. La dikrencia entre el tubo de reacción y el 

tubo a tiempo cero corresponde a los nitritos generados durante la reacción enzimática. Se define 

como unidad de actividad enzimática a la cantidad de enzima capaz de producir un nanomol de 

nitrito en las condiciones de ensayo. 

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

Para el estudio de la variabilidad interralina se valoró la actividad en 15 muestras difercntcs, 

recolectadas el mismo día y en el mismo lugar. Cada una de las muestras está constituida por uno o 

varios talos siempre completos y de tamaño y aspecto externo similar hasta completar un peso 

suficiente para la valoración de la actividad. Se dererminó el peso seco y el peso plenamente 

turgente dc todos los talos y se calculó el área de su superficie a partir de una fotocopia de los talos 

en el momento de máxima hidratación, con un analizador semiautomático Mop-Videoplan. 



Para el estudio de la variabiidad intrataha, se hicieron tres partes de cada talo, zona 

cenaal, intermedia y marginal, obtenidas mediante el corte de círculos concéntricos determinados 

por la división del radio del talo en nes segmentos iguals. 

2.3. RESULTADOS 

2.3.1. Actividad ribonucleasa 

2.3.1.1. Distribución subcelular en Imallia hispanica: 

La actividad ribonucleasa (RNasa) en esta especie liquénica presentó una localización 

predominante en la fracción soluble como puede verse en la tabla P. 

2.3.1.2. pH óptimo y sensibilidad al EDTA 

En las res especies estudiadas la actividad presentó un pH óptimo ácido; para Lasallia 

Ihspanica y Cwnicuhria IMnnoeyicd se situó a pH 43 y para Pamelia ~~mp.hi&s a pH 4, bajo las 

condiciones de ensayo (Tabla 1, Fig. la, Ib, lc). 

La actividad FWasa no se modificó en presencia de EDTA. 



Tabla 1. L.xdizaci6n subcelular de actividad RNasa en extractos de Lw& h$anh. Los extractos fueron 

fraccionados en dos fracùones solubles, Fl y F2. La actividad RNasa he medida’& diferentes pHs y fine 

expresada como porcentaje de la actividad total detectada. 

ACTIVIDAD RNasa (%) 

PH 

Fracción 4,5 615 8 

Fl 99,72 99,4 0 

F2 0,27 0,53 0 

2.3.1.3. Características electroforéticas 

En tioelectroenfoque en placa de exuacros de L. hispanica se separaron 7 bandas de 

actividad, caracterizadas por los siguientes puntos isoelécnicos (pIs) 7, 6,28 , 4,58 , 4,45 , 4,25 , 

3,98 y 3,47 (Fig. 2). Las bandas más intensamente teñidas para actividad RNasa, fueron las cuano 

bandas dentro del rango de 3,95 a 4,58 (Fig. 2). En C. nomwtica se detectaron 4 bandas con pIs 

6,28 ,3,95 , 3,57 y 3,39 (Fig. 2). Las bandas más importantes fueron las de pIs 3,39 y 3,57. EnP. 

onzphalodes debido a la menor actividad de la enzima y la complejidad de su extracto (presencia dc 

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

En electroforesis con SDS, en los extractos de L. hi~panica fue detectada una única banda 

de actividad RNasa de peso molecular estimado de 31,s KDa (Fig. 3). C. nrmnoctica presentó trci 

bandas, dos dc cllas más intensas con un peso molecular estimado de 36,07 KDa, 31,8 KDa y otra 

de 17.13 KDa. 



2.3.1.4. Cdlculo del Peso Mokuhr por cromatograf% en gel dc L b$mnica: 

El peso moleculat aparente de la RNasa no demnnhda de L. hispanica, füe alrededor 

de 33 KDa (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 in vivo en las especies liquénicas Lasallia 

biqmica, Pamlti omphalodes y Cmnicularia twrmam’ca. En la tabla II, se muesnan los valores 

medios de actividad nitrato reductasa pata talos recolectados a lo largo de todo el período de 

experimentación. La actividad medida en la especie P. mphaloda fue superior a la de las otras dos 

especies. 

TABLA II: Tabla de los valores nmiios de actividad nimto reducma de talos de las especies L. hispaniuz, l? 

orrtphakda y C. ~~6, recolectados entre mano del 95 y abril del 96. Los wlore~ se presentzu, como 

media (error cxhdar). 

Actividad nitrato reductasa 

(unidad& peso seco) 

39,5 (3,3) 

133,9 (11) 

21,9 (1.7) 

no muesnas 

48 

48 

20 



2.3.2.2 Variabiidad intertalina e intrataliaa en Lasallia hispanica 

Para estudiar la variabilidad intertalina de la actividad nitrato reductasa in m30 en talos de t. 

hüpanica, se ha relacionado esta actividad con el p-eso plenamente turgente referido a peso seco 

(Fig. 5a) y con el área del talo referida a peso plenamente turgente (Fig. 5b). En ambos casos se 

observó una gran variabilidad de la nitrato reductasa. 

Se ha estudiado también, la variabilidad intratalina, en talos de L. hispanica. La máxima 

actividad se detectó en la zona cenual del talo y la mhima en la zona marginal (Fig. 5~). El 

descenso enae las dos zonas se produce de forma gradual. Sin embargo, la actividad en las distintas 

zonas no mostró diferencias significativas En la figura 5d se representa la variación en la retención 

de agua, determinada como peso plenamente turgente respecto a peso seco, en rres zonas del ralo 

(central, intermedia y marginal). La retención de agua aumentó gradualmente desde la zona central 

a la wna marginal. La retención de agua no mosuó tampoco diferencias significativas enrie las 

distintas zonas del talo. 





Fig. 2: Isoelectroenfoque, en placa, de rango amplio (Z-ll), en geles de poliacrilamida de 0,3mm de grosor, 
de proteínas de Lasallia hispanicu y Cornicularia normoerica. Línea A: Tinción de plata de las proteinas del 
Kit de rango amplio de pl (Pharmacia). Linea B: Cornicularia normoerica, tinción de actividad ribonucleasa. 
IAnea C: Lasallia hispanica, tinción de actividad ribonucleasa. 

Fig. 3: Electroforesis SDS-PACE de proteinas de Lasallia hispanica y Cornicularia normoerica. Linea A: 
Cornicularia normoerica, tinción de actividad rihonucleasa. Línea B: Lasnllia hispanica, tinción de 
actividad ribonucleasa. 
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Fig. 5: Variabilidad de la actividad nitrxo reductasa en LawzllLz hlrpanica. A y B- Variabilidad 

intataJina: Actividad nitrato reductasa de 15 talos diferentes relacionado con peso plenamente 
turgente referido a peso seco (A) y reiacionado con área del talo referida a peso plenamente 
tqenre(B). C y D- Variabilidad imratalina. Actividad nitrato reducrasa (C) y el cOneme peso 
plenamente mrgcnte peso seco (Dj en la pxtc central,. intermedia y marginal del talo (detalles 

materiales y metodos). 



2.4. DISCUSIóN 

2.4.1. Actividad ribonucleasa 

Por primera vez se ha detectado actividad ribonucleasa @Nasa) en ralos liquénicos, en las 

especies Lusa& hispanica, Parhelia ampb&des y Gwnicu~na ?wmweriuz, líquenes saxícolas de 

diferente biotipo. 

La actividad RNasa en estas tles especies liquénicas está presente, como en otros 

organismos, principalmente en la fracción soluble. La mayor parte (por encima del SO-90%) de la 

actividad nucleolítica en extractos libres de células vegetales puede ser recuperada en la fracción 

soluble; esta actividad RNasa se suele considerar como ‘citosólica”, aunque enzimas localizadas en 

compartimentos fácilmente fragmentables, como vacuolas y cloroplastos pueden representar las 

mayores fuentes de‘la fracción enzimática “citosólica” (Abel & Glund, 1986; Boller & Kende, 

1979; Farkas, 1982). Por tanto, la FWasa de estas especies liquénicas podría proceder del citosol o 

de algún compartimento subcelular ya que la mayoría de las enzimas nucleoüticas pueden ser 

solubilzadas tanto si ellas están contenidas en algún orgánulo o unidas a él. 

El pH óptimo ácido junto con su sensibilidad al EDTA y la localización en la fracción 

soluble de la enzima en L. hispmica, puede permitir el considerar a esta actividad como RNasa tipo 

Y (de los Ríos et al., 1996b). RNasa tipo 1 son endoribonucleasas solubles con un pH óptimo de 

5,0-5,5 y un peso molecular de 20-25 KDa; generan como producto 3’ nucleótidos 

(E.C.3.1.27.1), y no son sensibles a EDTA (Green, 1994). El pH óptimo de la actividad en los 

talos fue inferior, pero esta diferencia no debe considerarse importante ya que el pH óptimo de una 

enzima depende del tampón, del susnato, de la fuerza iónica y de la composición del extracto 

(Farkas, 1982). Sin embargo, debido a la falta de ensayos de especificidad de sustrato, eSta 

consideraciones deben tomarse con precaución. Además muchas enzimas degradadoras de RNA 

no son fácilmente clasificables dentro de alguna de las cuatro clases principales y las diferencias 

enrre ellas no están siempre claras (Green, 1994). 



La información del parrón elecuofórmico sugiere que Ia enzima(s) es UI complejo de 

formas moleculares diferentes unas de oua,s en punto isoelécuico y comportamiento eletroforético, 

como 

ocurre en ouos organismos (Kazmierezak & Knypl, 1994) y en ouas actividades enzúnáticas de 

líquenes (Hageman & Fashelt, 1990; Fashelt, 1994; de los Ríos et al., 1996,1997). L. hispanica y 

C. normaerica tienen electroformas neuuas y ácidas. El pauón electrofórmico es diferente en ambas 

especies; sólo existe una banda común de pI 6,28 pot isoelecuoenfoque y una banda de 31,9 KDa 

por elecuoforesis. La gran diversidad de puntos isoelécuicos observada sobre todo en L. hirpanica, 

puede ser debida a la naturaleza dual de los líquenes. El pauón elecuoforético de bandas de 

enzimas exuaídas de eucatiotas normalmente incluye isoenzimas producidas en distintos 

compartimentos celulares. En líquenes, sin embargo, los pauones algunas veces son especialmente 

complejos porque las formas pueden tener su origen en cada uno de los simbiontes. Además, en un 

talo pueden estar presentes varias razas genéticas (Fashelt, 1994). También hay que tener en cuenta 

las posibles modificaciones de los patrones electrofórmicos por diferentes situaciones fsiológicas. 

2.4.2. actividad nitrato reductasa 

Laria hispanica, Cwnicuhwia nmwuwica y Pawz& omphalodes presentan actividad 

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

La actividad nitrato reductasa encontrada en l? omphalodzs es mayor que la presente en L. 

hispanica y C. nonnoerica. Teniendo en cuenta que estos ucs especies de líquenes se asientan sobre 

el mismo sustrato, sería descartable que la diferente disponibilidad de nitratos sea la causa de las 

diferencias de actividad. Parece más acertado atribuir estas diferencias a la mayor tasa de 

crecimiento del genero Pannelia (Hale, 1973), con el consiguiente mayor requerimiento de 

nitrógeno. 
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La alta variabilidad intertalina de la actividad observada podría deberse a muchos factores: 

- El aporte de niuógeno en forma de nitrato al talo es fundamental para el desarrollo de la actividad 

en una enzima inducible por susuato como la nitrato reductasa. En el caso de los líquenes saxícolas 

la 

disponibilidad de nitrógeno es, posiblemente, dependiente de la disposición del talo en la roca, ya 

que los aportes están determinados por fenómenos metereológicos tales como Iluvia o nieve y de 

los restos animales o vegetales depositados sobre ellos. 

El hecho de que la valoración sea “k vivo”, hace que la actividad enzimática dependa de la 

disponibilidad de poder reductor endógeno (Kenis et al., 1992). Esta disponibilidad puede variar 

según el estado fisiológico del talo. 

Además hay que tener en cuenta la alta heterogeneidad genética de los talos liquénicos, ya que en 

un talo pueden existir diferentes razas genéticas. Esta heterogeneidad que aumenta con la edad, 

puede ser atribuible a la incorporación de propágulos o a la acumulación de mutaciones somáticas 

(Larson ¿?c Carey, 1986; Fashelt, 1994). 

Este comportamiento de alra variabilidad intertalina observado, ha sido también descrito 

en Lobmiaprrlmona~ (Shapiro, 1987). 

Por último, hemos encontrado en L. hisppánica que la actividad nitrato reductasa muestra 

una dkuibución 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 cs doble, fúngico 

y algal; siendo mayor la contribución del micobionte (Shapiro, 1988). La variación intratalina de la 

nitrato reductasa, podría deberse a la diferente proporción de los dos simbiontes a lo largo del talo; 

el hecho de existir una mayor proprción del fotobiontc en la zona marginal (Valladares et al., 

1994), podría confirmar el origen principalmente fúngico atribuido a esta actividad enzimática en 

los líquencs. Las diferencias aunque no son significativas, si muestran una tendencia a una 

distribución heterogénea, tendencia que SC repite para otro parámetro, la retención de agua, 

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



gradientes intratahnos en líquenes de la familia Umbilicarea~ea ha sido descrita previamente para 10s 

siguientes parámetros: clorofilas, máximo contenido hídrico (Valladares et al., 1994) y sw,ta~~ci~ 

liqu&kas (Seriña et al., 1991). En esta familia también han sido encontrados patrones intratalinos 

heterogéneos de tipo mosaico (Larson, 1983; Larson & Carey, 1986; Posner et al., 1990; Posner 

et al., 1991). 



3 +dquisición fotosintética del co2 en Tve&& aislada y 

liquenizada 

3.1. INTRODUCCIÓN 

El proceso fotosintético se inicia con la fijación de COZ reacci6n catakada por la Rubisco, 

enzima clave del proceso, que utiliza como susûato el CO, y no su forma disuelta. Las fotobiontes 

liquénicos han desarrollado diferentes estrategias de adquisición fotosintética del Co,. Los 

fotobiontes que son cianobactetias asi como algas verdes con pirenoide como Trebomia y algunas 

especies del genero Sticbococcrrs poseen un mecanismo concenrrante del CO, (CCM), el cual 

permite acumular y mantener una mayor concentración de carbono inorgánico disuelto (DIC) en 

relación al medio externo (Badger & Rice, 1992, 1994; Badger et al., 1993; Palmqvist, 1993; 

Pahnqvist et al., 1994, Smith & GritTiths 1996a). Esta alta concentración en las proximidades del 

sitio activo de la Rubisco supone un aumento de la concentración de sustrato para la actividad 

carboxilasa, con lo que se favorece la fijación del CO2 en perjuicio de la fotorrespiración (Badger 

& Andrews, 1987). 

El CCM podría ser muy importante en talos liquénicos bajo ciertas situaciones tales como 

baja difusión del COZ en ellos por un alto contenido hídrico (Lange et al. 1996). Los organismos 

que poseen este mecanismo concenuante del CO, muestran una mayor eficacia en el uso del 

niuógeno (biomasa producida por contenido de ninógeno) debido a la disminución de la tasa de 

fotorrespiración (Beardall et al. 1982; Raven et al. 1985). 

A pesar de su gran importancia no se conocen los detalles del mecanismo CCM en 

fotobiontes liquénicos; su presencia ha sido inferida de la medida de pook internos de DIC, de la 

eficiencia en la carboxilación de líquenes intactos y en base a experimentos de discriminación 

isotópica del carbono (Badger et al., 1993; Palmqvist et al., 1994b; Maguas et al., 1995; Smith & 

GrifTiths, 1996a). La evidencia de la presencia de CCM cn líquenes se ha obtenido por el estudio 
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de cambios rápidos en el intercambio gaseoso del COZ. En cianolíquenes, con esta técnica ha sido 

posible detectar una aumento del pwl interno de carbono inorg&ico en luz y disminuci6n en 

oscuridad, elpool desciende en presencia de etoxizolamida (EZA) inhibidor de la enzima carbónico 

anhidrasa (CA) (Badger et al., 1993). El fotobionte Tuebti muestra también un aumento del 

pool aunque menor que el de cianobacterias, el cual es mayor en presencia de EZA a pesar de que 

la fomsíntesis 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 podría reflejar tanto diferencias en el füncionamiento del mecanismo concentrante de 

COa entre algas verdes y cianobacterias, como la existencia y la localización de las diferentes 

ismnzimas de CA (Palmqvist, 1995). 

El pirenoide parece jugar un papel muy importante en la acumulación y fijación del COa 

en el cloroplasto (Smith & Griffirhs, 1996a) y podría tener una función parecida a la de los 

carboxisomas en cianobacterias, donde se localizan las enzimas Rubisco y CA (Badger & Price, 

1992,1994). La Rubiico 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 localización de la enzima en 

Tuebaaia de vida libre y en Tvebomia liquenizada. 

En algas con mecanismo concennante de COa se ha comprobado la existencia de diferentes 

isoenzimas de carbónico anhidrasa (CA) con funciones relacionadas con la adquisición y/o fijación 

del COZ (Badger & Price, 1994). La enzima CA cataliza la interconversión del COZ y HCOs- 

CO2 + Hz0 - HCOs- + H’ 

Esta enzima es totalmente necesaria ya que la reacción espontánea, no catalítica, se produce de 

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

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

agrupar en tres familias : OC-CAS (eubacterias, algas verdes y animales), B-CAs (cubacterias y 
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cloroplastos de plantas) y y-CAS (arquebactetias, eubacterias y plantas) (Ericksson et al., 1996). 

Las distintas isoenzim as tienen diferente l&ción y función. Entre ellas, una CA p-xiplásmica 

inducible a bajas concentraciones de CO2 ha sido bien caractetida (Coleman et al, 1984; 

Fukuzaba et al., 1990). Hay tambien una o varias CAS internas involucradas en el CCM (JWson 

et al., 1995; Sultemeyer et al., 1995, Erickson et al., 1996). En varias ocasione-s se ha intentado sin 

éxito medir la actividad CA interna y periplásmica en Trekwwizz y líquenes con Trebmmia como 

fotobionte (Badger et al, 1993; Palmqvist et al., 1994). Hasta ahora sólo ha sido posible detectar 

actividad CA en Trebmwia con el método, exuemadamente sensible, de valoración del intercambio 

de “0 in aivo por espectofotometría de masas. Sin embargo, debido a la complejidad de los 

sistemas in tim estos resultados de detección de la CA son difWes de interpremr (Palmqvist & 

Badger, 1996). 

En este estudio se ha propuesto localizar la enzima Rubisco y caracterizar la 

adquisición fotosintética de COZ incluyendo la CA, en un cultivo de Trebmcaiz miA y en L 

hispanica. El conocimiento de las propiedades fotosintéticas del alga libre puede permitir 

una mejor comprensión del proceso fotosintético en el liquen sin la complejidad que 

conlleva el trabajar con el talo completo. Algunas medidas serán realizadas con el liquen a 

íin de comprobar si los resultados obtenidos con el alga de vida libre son transportables al 

estado liquenizado. 

3.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.2.1. Recolección del material y cultivo del alga 

Lmallia. hispwica se recolectó en octubre de 1995 en la Sierra de Guadarrama en estado 

seco y se transportcí en este estado y en oscuridad hasta la Universidad de Umeå, donde fue 

almacenado en las mismas condiciones en una cámara fría (4” C). Previamente a su uso para las 
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medidas de fluorescencia, talos sanos e intactos fueron reactivados, durante 2-3 días, a 15”C, en 90- 

95% de humedad relativa y una irradiancia de 30-35 pmol fotones mT2 s-l (fotoperíodo de 14 

horas) aportado por un banco de fluorescentes (Luxline-ES; Sylvania Danvers Mas-s, USA; cool- 

white F36W/184). 

Para los estudios de microscopía electrónica de uansmkión se recolectaron talos de L. 

hispanica, Pam&z ompb&des y caticuiuti rzorwwh, en estado seco, en la Sierra de 

Guadarrama; su procesamiento comenzó el mismo día de la recolección. 

Treb~a tii (IB 364) se obtuvo de la colección de algas de Insbrudr, Austria. Se hicieron 

crecer cultivos líquidos en botellas de 0,5 1 a 20 “C en medio mínimo de Bold (BBM) (Nichols y 

Bold, 1965) y luz continua (80 pmol fotones rn-’ s-l) s uminisnada por un banco de fluorescentes 

(TL 2OW/55; Philips, Eindhoven, Holanda). En los cultivos se hizo burbujear aire ambiente (35 

Pa COZ) y fueron agitados con una varilla magnética para obtener una distribución homogénea de 

células (S-10 mg clorofila ml.‘) y diluidos cada semana con medio fresco. 

3.2.2. Procesamiento de las muestras para microscopia electrónica de transmisión 

Para microscopía electrónica de transmisión se han realizado dos tipos de procesamiento de 

la muestra según el uso posterior de cada una de ellas. Las muestras utilizadas para la observación 

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

realizar esrudios inmunocitoquúnicos, la inclusión se realizó en resina LR-Whire. 

3 Adquisición fotosinr&ica del CO,-69 



3.2.2.1. Protocolo para el procesamiento de muestras para la obsctvación convencional en 

microscopía electrhica de transmi.sión: 

- Fijación durante 3 horas en glutaraldehido al 3% en tampon fosfato sódico 0,l M (pH 7,l) (TI’), 

a 4°C. Pasadas las tres horas se hacen dos lavados de 20 minutos y un tercer lavado durante toda la 

noche con TF, todos dos a 4°C. 

- Postftjación de cinco horas en tctróxido de osmio al l%, en oscuridad y a temperatura ambiente. 

Pasadas las 5 horas se hacen tres lavados de 30 minutos con TI’. 

- Deshidratación en serie creciente de etanol, a temperatura ambiente. Lavados de 15 minutos en 

etanol del 30%, 50%, 70%, de 30 minutos en 90% y para finalizar 3 lavados de 1 hora con etanol 

absoluto. La deshidratación se completa con dos lavados de 20 minutos en óxido de propileno. 

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

- Impregnación en tesina Spurr durante tres días en nevera. 

- Inclusión y polimerización en Spurr, 24 horas a 37°C. 

- Obtención de cortes ultmfimos, de aproximadamente 90 nm, con ultramicrotomo Reichert 

Ultracut-E’ provisto de una cuchilla de diamante. Los cortes son recogidos en rejillas de cobre 

cubiertas por una película de formvar. 

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

3.2.2.2. Protocolo para el procesamiento de muestras para estudios inmunocítoquímicos 

por microscopia electrónica de transmisión. 

- Fijación durante 2 horas y media en glutaraldehido al 25% en tampón 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. 

- Deshidratación en serie crecienre 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 onos 

dos dc 1 hora. 

Infiltración durante 4 horas, Y 4°C en una mezcla dc alcohol del 90%:LR-White (2:l). 



- Infkaci6n durante 4 horas, a PC, en una mezcla de LR-Wbite:etanol absoluto (2: 1). 

- Impregnación en resina LR-White durante 3 días, realizándose dos cambios del medio de 

inclusión durante el período. 

- Inclusión en cápsulas de gelatina cerradas, para evitar la presencia de oxígeno. 

- Polimerización a 60°C durante 48 horas. 

- Obtención de cortes uluafmos de aproximadamente 90 MI, con uluamicrotomo Reichert 

Ultracut-E provisto de cuchilla de diamante. Los cortes son recogidos en rejillas de níquel cubiertas 

por una película de formvar. 

3.2.3. Proceso inmunocitoquímico para la localización de la Rubisco 

La técnica utilizada fue el inmunomarcado con oro coloidal post-inclusión. El proceso 

inmunocitoquímico se llevo a cabo en un período no superior a 12 horas después de la obtención 

de los cortes ukrafiios. El protocolo incluyó los siguientes pasos: 

- Bloqueo: Las rejillas fueron introducidas durante 1 hora en tampón tris salino con secoalbúmina 

en una concentración de 20 mg/ml. El tampón utkado fue Tris-HCI 10 mM (ph 7,4) (tampón 

4. 

Incubación a 37°C durante 1 hora con el anticuerpo primario diluido en tampón A con 20 

mg/ml de seroalbúmina. El anticuerpo primario utilizado fue anticuerpo am-subunidad L de la 

Rubisco de Euglenagvacilis obtenido en conejo. El anticuerpo se utilizó con una dilución 1: 1000 

- Lavados en tampón A con 20 mg/ml seroalbúmina (5 lavados de 2 minutos). Temperatura 

ambiente. 

Incubación a 37°C durante 1 hora con anticuerpo secundario. Como anticuerpo secundario se 

utilizó anticuerpo comercialmente disponible de cabra am-conejo unido a oro coloidal de 15 nm 

(Biocell). Este anticuerpo secundario es utilizado a la dilución 1:25. 

Lavados en tampón A con 2 mg/ml de seroalbúmina (5 lavados de 3 minutos). Temperatura 

ambiente. 

Lavados en tampón A con seroalbúmina 2 mgiml, triton x-100 al O,l% (3 lavados de 1 minuto). 

Temperatura ambiente. 



- Lavados en agua destilada. Temperatura ambiente. 

- Tiición de las rejillas: una vez que las rejillas estuvieron secas, fueron teñidas durante 1 minuto 

con acetato de manilo en oscuridad y 8 minutos con ciuato de plomo. 

Paralelamente al proceso descrito, fueron realizados dos conaoles: 

* Rejillas las cuales no fueron incubadas con el anticuerpo primario sino con tampón A con 20 

mg/ml de seroalbúmina. 

l Rejillas las cuales no fueron incubadas con el anticuerpo secundario sino en tampón A con 2 

m&nl de seroalbúmina 

3.2.4. Medidas de fluorescencia 

Para la medida de la fluorescencia modulada de la clorofila a se utilizó un fluorómeuo 

PAM 2000 (Walz, Effelnich, Alemania) en una cubeta de temperatura controlada (LD2, 

Hansatech). La luz de medida modulada, la luz actínica (19-400 pmol rn-’ s-t), la luz rojo lejano y 

los flashes saturantes (8000 pmol rn-’ s-t), fueron suministrados por las fuentes de luz propias del 

PAM 2000 a través de un haz de fibra óptica. Todos los datos fueron almacenados en un 

ordenador portátil (Compaq 386) conectado al PAM 2000 yen un registrador Seikonic SS 250F. 

El talo liquénico reactivado como ha sido indicado previamente se introdujo en una cubera 

con una temperatwa connolada de 15°C (gracias a un baño 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 adaptación a la oscuridad se midió inmediatamente la 

fluorescencia mínima (Fa) y la fluorescencia máxima (F,). Después de esta medida se suminkuó la 

luz acánica de menor intensidad (19 nmol m-2 s-t) y cuando se alcanrí~ el estado estacionario de 

fluorescencia (lo-15 minutos) se midió Fa’ (Fo de la muestra preiluminada), F, (fluorescencia en el 

momento del estado estacionario) y F,’ (F,, de la muestra preiluminada). El mismo 

procedimiento se utilizo para la medida de estos parámetros a las otras intensidades de luz actínica: 

44,90, 200 y 400 Pm01 m-r s-‘. 

A partir de los datos recogidos se calcularon los siguientes parámetros: 



- Rendimiento de flwwzscencia: 

AF/F,’ = (F,‘- F,)/F,’ (Genty et al., 1989) 

- Atenuaci6n fotoquímica de fluorescencia: 

qP = (F,‘-F,)/(F,‘-Fo) (Gcnty et al., 1989) 

- Atenuación no fotoquímica de fluorescencia: 

qN = (F,F,‘)/(F,,,-Fo ‘) (Sncl & van Kooten, 1990) 

Se determinó también el efecto de inhibidores de la enzima Carbónica anhidrasa (CA) 

sobre estos parámetros. Para ello, se midió la fluorescencia en talos reactivados, incubados en 

tampón Hepps (ácido 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 

acctazolamida (5acctamido-1,3-thiadiazole-2-sulfonamida) o etoxizolamida (6-etoti-2-bcnzo- 

tihazol-2-sulfonamida) en las mismas condiciones. 

3.2.5. Medidas de la evolución fotosintétiea del oxígeno 

La evolución fotosintética del O2 en T. erici fue medida con un elccuodo de oxígeno de 

fase líquida (Hansatcch Ltd, King’s Lynn, U.K.). 

Previamente a las medidas las células fueron recogidas de su medio de crecimiento por una 

ccn&ugación ligera (7OOg-5 minutos) y lavadas dos veces en medio de ensayo libre de COZ, BBM 

tamponado con 1,3-bis(uis(hydroximctil) me&aminolpropano (BBM-TTP). El precipitado algal 

final fue suspendido en medio de ensayo a una concentración algal de 1-2 mg Clorofila ml.‘, 

burbujeado con aire libre de COZ y mantenido en luz de baja intensidad (5 pmol m-2 S1) a 

temperatura ambiente por un período previo al uso experimental no mayor de 2 horas. Los 

experimentos fueron llevados a cabo con luz de saturación (150 pmol m-* s-l) medida en el punto 

donde está la cámara del electrodo con un sensor cuántico (Li-189; Li-Cor Ix., Neb., USA) y que 

es suministrada por una lámpara de proyector de diapositivas (Philips 24V, 25OW). 



Con el fm de poder estudiar los efectos de los inhibidores de la actividad CA sobre la 

evoluci6n del Oa, antes de la medida, las muesuas fueron incubadas en la cámara del elecnodo 

durante 20 minutos con luz de baja intensidad (5 pmol fotones mma s“), con diferentes 

concentraciones de los inhibidores o sin ellos (control). Tras el período de incubación se ilumin6 la 

muestra y se permitió el consumo del Coa, que pudiera quedar en el medio, hasta que no se 

observó evolución de oxígeno. Despu& se comenzó con la adición en pasos sucesivos de 

concentraciones conocidas de NaHCOs en forma creciente (5-500 fl DIC). La adición de una 

nueva concentración se produjo cuando se alcanzaba una tasa constante de evolución de Oa para la 

concentración anterior, tiempo que va aumentando según aumenta la concennación. La 

concentración de COa, al principio de cada adición, fue estimada a partir de la ecuación (1) usando 

la constante de equilibrio (Kr) corregida para la fuerza iónica y temperatura del medio (-log 

K,=6,25 (25 “C) (Stumm &Morgan, 1981). 

COa + Ha0 + HCOs- + H+; donde Kr = [H+][HCOs-]/[COa(aq)] 

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

casos. 

3.2.6. Medida de la actividad carbónico anhidrasa 

Las células de T. erici fueron recogidas de su medio de crecimiento por centrifugación 

(7OOg5 minutos), lavadas dos veces y resuspendidas en tampón A y entonces rotas al ser 

sometidas dos veces a una prensa francesa pre-enfriada (160 MPa). La actividad CA fue 

determinada como SC describe abajo y referida al contenido de clorofila de este homogeneizado. El 

homogeneizado fue posteriormente centrifugado a lOO.OOOg-1 hora, usando un rotor de ángulo 

tijo (Beckman Ti70); la mayoría de la actividad fue recuperada en el precipitado. Parte de la 

actividad CA quedó en el sobrenadante, pero su concentración fue demasiado baja para hacer 



caracterizaciones bioquímicas. Con el fm de so1nbikar la CA el precipitado fue resuspendido en 

tampón veronal 2Omh4 (pH 8,3), 200 mM ClK, 1 mM ZnSO,; la suspensión fue agitada 

vigorosamente en nn baño de hielo durante 15 minutos y centri!ügada a lOO.OOOg-1 hora. 

Después de este proceso la mayoría de la actividad fue recogida en el sobrenadante el cual fue 

usado para determinar las características de la inhibición por AZA de la enzima. 

Los talos de L. hispatzica fueron lavados con agua destilada, pulverizados con nitrógeno 

líqnido en nn mortero y homogeneizados en tampón veronal20 nM, pH 8,3 (tampón B) (5 ml/g 

peso seco) con nn Ulua-Tnrrax (Janke & Knnkel, TB 18/2N). El homogeneizado fue centrifügado 

a lOOOg-5 minutos; el sobrenadante (SI) fue conservado a 4°C y el precipitado fue resnspendido 

en tampón B (3 ml/g peso seco), agnado durante 1 hora en baño de hielo y de nnevo centrifugado 

a lOOOg-5 minutos. El precipitado fue desechado y el sobrenadante (Sa) se unió con el primer 

sobrenadante. La actividad CA fue medida en esta mezcla (S,+Sa) y referida al contenido en 

clorofilas. Posteriormente el homogeneizado se centrifugó a 17.OOOg-15 minutos; de nuevo la 

mayoría de la actividad fue recogida en el precipitado aunque una pequena parte, como sucedía en 

T. tici, quedó en el sobrenadante. Para la solubilimción de la CA, el precipitado fue tratado como 

en T. erici pero la ultracentrifugación fue sustituida por una centrifngación de 12.5008.15 minutos. 

El sobrenadante fue utilizado para determinar las características de la inhibición de la enzima por 

AZA 

Actividad Carbónico anhidvasa: 

La actividad fue determinada en extractos del cultivo de Tvebomia erici y de talos de 

k.&iu hispanica en distintos pasos de purificación; también se intentó la medida de la actividad en 

célnlas intactas de T. erici. La valoración de la actividad enzimática se realizó siguiendo el método 

electroquímico 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 añadir agua saturada 

con COa. El COa diiuclto en el agua se hidrata transformándose en bicarbonato y H+, lo qne hace 

que el pH descienda. La reacción fue llevada a cabo en una cubeta que se mantenía en nn baño a 

OC, en la qnc se introducía 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 completó hasta un volumen de 4 ml con tampr5n veronal20 mM., pH 8,3 

(tamp&~ B). Se esperó hasta que se estabilizó la medida de pH y se adicionó 2 ml de agua destilada 

fría (TC) saturada de Coa; se midi6 el tiempo que tarda en descender el pH de 8,O a 72. Se 

realk5 también la medida con 4 ml de tampón, sin adición de muestra. La actividad enzimática se 

expresa en unidades WAU (Wilbur & Andersen, 1948; Yang et al., 1985) definido como: 

WAU = (t,,-t)/t 

t,, = tiempo invertido en la reacción química (descenso de pH con 4 ml de tampón). 

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

Para asegurar que la actividad medida se debía a actividad carbónico anhidrasa, se añadió a 

la mezcla de reacción el inhibidor de la enzima acetazolamida (AZA) a la concenuación de 100 

mM. La adición de acetazolamida inhibió la actividad, por lo que se confirmó como actividad 

carbhico anhidrasa. 

La sensibilidad a la inhibición de la CA por AZA fue determinada valorando la actividad de 

muesuas parcialmente purificadas como se indica en el siguiente apartado, con adición de 

concentraciones nanomolares de AZA (2,5-1OOnM) a la mezcla de reacción. El inhibidor se añadió 

un minuto antes de la adición del agua saturada con COZ para el inicio de la reacción. Una vez 

conocida la sensibilidad de la CA a las distintas concentraciones de AZA se realizó un ajuste de 

mínimos cuadrados y a partir de la recta resultante, se calculó la concentración de inhibidor 

requerida para obtener una inhibición de la actividad enzimática del 50% (Iso). 
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3.3. RESULTADOS 

3.3.1. Localización de la Rubisco 

La enzima Rubisco ha sido localizada en las células del fotobionte de Lacallia hispanica, 

Parodia mphalodes y Cumiculuk nutmo~cu con el uso de anticuerpo frente a la subunidad L de 

la Rubisco de Eu&mzgracilis. El inmunomarcado apareció principalmente en el pirenoide (Fig. 

la, Ib) y dentro de él en la matriz pirenoidal; en los espacios o túbulos pirenoidales, no existió 

inmunomatcado como puede observarse en dichas imágenes. El marcado también se encontró en 

unas zonas denominadas “cuerpos proteináceos” que aparecen en algunas ocasiones en el 

cloroplasto de estos fotobiontes y que tienen una mauiz similar a la pirenoidal, pero carecen de 

pirenoglóbulos y túbulos (Fig. lc). La densidad de marcado en el pirenoide y en los cuerpos 

proteináceos fke muy similar (Fig. lc). En la figura Id podemos observar el aspecto de estos 

cuerpos proteináceos por microscopía elecuónica de uansmisión convencional y comprobar cómo 

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 existió marcado en el esuoma del cloroplasto. La 

ausencia de marcado en zonas como los túbulos tilacoidales nos hace descartar la posibilidad de 

que la baja densidad de marcado presente en el estroma tilacoidal se deba a fondo de la reacción 

inmunológica. En este mismo sentido hay que destacar que el marcado en otras zonas del 

cloroplasto, diferentes al pirenoide y cuerpos proteináceos, se da principalmente en el estroma y 

nunca sobre las membranas tilacoidales. 

Para comprobar si el estado liquenizado influye en la localización de la Rubisco en el 

cloroplasto sc real& también el inmunomarcado de esta enzima en las células de un cultivo T. 

tici. La matriz del pirenoidc de los cloroplastos dc T. cC fue similar a la de los fotobiontes 

Trebuwia de los talos estudiados y se presentó igualmente lleno de pirenoglóbulos (Fig. le). El 

inmunomarcado presentó una localización similar (Fig. lf) a la de Trebou& liquenizada; la enzima 

se localizó principalmente en el pirenoide y  con baja densidad en el cîtroma. 



3.3.2. Medidas de fluorescencia: 

Los efectos de los inhibidores sobre el rendimiento de la fluorescencia y la atenuación 

fueron muy leves. En L. b@wG el tendimiento fue ligeramente inferior a bajas inteosidades 

hmínicas en presencia de etoxizolamida (EZA) y la atenuaci6n no fotoquímica fue mayor en 

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

3.3.3. Evolución fotosintética del oxígeno: 

En las figuras 3a y 3b se mucxtan las curvas de respuesta de la evoluckh del 02 frente a la 

concenuación de carbono inorgánico disuelto (DIC) y a la concentración de cO, disuelto en 

T&w.k errCr medida a dos pH distitos 6,2 y 7,9. Cuando la evolución fotosintética del O2 fue 

relacionada con el carbono inorgánico disuelto total (DIC), las células medidas a bajo pH 

producen una mayor fotoproducción de Ox que a pH 7,9 (Fig. 3a). Sin embargo, cuando la 

evolución se relacionó con la concentración de CO, (Fig. 3b), no existieron diferencias de la 

eficiencia fotosintética para las células ensayadas a los dos pH, lo que indicó clue T tici prefiere 

como susuato externo pata la fotosíntesis el CO, al HCOs-. Se observó un descenso en la 

fotosíntesis por encima de 150-200 FM C02(acuoso), concenttación clue corresponde a 500 Pa 

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

La incubación de T. erici con acetazolamida (AZA), inhibidor de la CA insoluble en 

lípidos, causó una inhibición de la fotosíntesis neta en concentraciones inferiorex a 1 PM CO*. La 

presencia de etoxizhmida (EZA), inhibidor de la CA soluble en lípidos, produjo un efecto mayor, 

alcanzándose una inhibición del 100% en concennaciones de COZ menores de 1 JLM (Fig. 4). 

3.3.4. Actividad carbónico anhidrasa en Lmallia hispaniut y Treboti m-id. 

No se detectó actividad CA cn células intactas de Trebowia wici. 
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Las niveles de actividad CA presentes en los extractos libres de c&las de Lusa& hispanica 

y el cultivo de T. erici, fueron muy similares cuando se expresaron en relación a la cantidad de 

dorofila.s (Tabla 1). 

La actividad carbónico anhidrasa, en ambos organismos, ha sido detectada en la fracción 

insoluble. 

La actividad se mosnó muy sensible a la inhibición por AZA, como puede verse en la tabla 

1. L. hispanica presentó una mayor sensibilidad al inhibidor, lo cual no puede en principio ser 

auibuida como propia del estado liquenizado ya que oua especie liquénica ensayada Ciuuímia 

~u&érimz presentó un Is en el rango de la presentada por T. erici (datos no mostrados). 

TABLA 1. Valores de actividad carbónico anhidrasa expresados como WAU/mg clorofila (media y de.wiación 

típica), no de experimentos (entre paréntesis) y la concentración necesaria de inhibidor para obtener una 

inhibición de la actividad enzimática del 50% (ISo) en L. hirpati y T micl 

Especies WAU/mg Clorofda ko 

L. hispanica 2452.3 (2) 3nM 

Tmici 25.756.7 (3) 10-20 nM 

Fig. 1: Micrografías obtenidas mediante microscopia electrónica de transmisión del fotobionte 
Trebw.& de talos de L.u& hispaniu y l’amíe(ia omphabdes y de T. ti de vida libre. A y B- 
Inmunomaracado en el pirenoide de l? mphdoda C- Imnunomarcado en un pirenoide y en un 
cuerpo proteináceo de I,. hispanica. D- Cuerpos proteináceos y un pirenoide satélite dc L. hirpanica. E- 

T. aci de vida libre. F- Inmunomxcado de la Rubisco en el pirenoide de T mn’. a, almidón; cp, 
cuerpo protcináceo; cmv, complejos mukivcsiculares; p, pirenoide; ps, pkcnoidc satélite; 111, 
mitocondira; N, nuclco; las flechas indican los tubulos tilacoidaks. Barra 0,5pm excepto la tigua 3. 
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Fig. 2: Efecto sobre el cemiimicnto de la fluorescencia (A) y  la atenuación fotoquímica (B) y  no 

foqhica (C), en la especie Larallia hiqxzkz, de 500 &í EZA (A) p AZA (a) comparados con el 

conuol (0). Las barras de error indican la desviación exandar; 1113 pan cada serie. 
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Fig. 3: Tasa neta de evolución fotosintética del O2 en función de la concentración total de carbono 
inorgánico disuelto (DIC) (A) o de la estima de la concentración de CO2 disuelto (B), en células de UI 

cultivo de Trebo& tii. Las medidas se llevaron a cabo a 25°C y luz de saturación (200 mm01 fotones 
n? s-‘) en BBM-TTP a pH 6,2 (*) o pH 7,9 (=) con adiciones controladas de de HCO;. Las barras 

de error indican el error estanda-; &3 para cada serie. 

Fig. 4: Efectos de los inhibidores de la carbhico ahidras AZA (5 mM y 30 mM) y EZA (150 mM y 
350 mM), sobre la evolución neta fotosintética del O2 en función de la concentración de cO2 disuelto. 
Las medidas se llevaron a cabo a 25°C y luz de sanlración (200 ~mol fotona K* s.‘) en BBM-TIT’ a 
pH 7,9 con adiciones controladas de de HC03-. Los datos repr~~eoran 1.1 media de dos experimentos 
independientes para cada concentración del inhibidor. 



3.4. DISCUSIÓN 

Hasta ahora, la técnica de inmunolocalización no había sido aplicada para la localización de 

la enzima Rnbiico en el fotobionte Trebourna. En este trabajo el uso de anticuerpos ami-Rubisco 

de Es&n~pdis ha permitido la localización de la enzima en el pirenoide de Treboti aislada y 

liquenizada, como sucede en otras algas verdes que presentan pirenoide (Lacoste-Royal Sc Gibbs, 

1987; Kajkawa et al., 1988; McKay Sc Gibbs, 1989; Osafune et al., 1990). La Rubisco constituye 

el 90% de las proteínas aisladas del pirenoide en algunas especies de alga estudiadas (referencias 

MCKay & Gibbs, 1989). En estudios con mmantes de Ch[amydomonas veinhardtii sin Rubisco, se 

ha demostrado que la presencia física de la Rubisco es fundamental para la formación del pirenoide 

y no lo es tanto el proceso de la fijación de COZ, ni el estado activo de la Rubisco (Rawat et al., 

1996). En el fotobionte Tveboiucia la densidad de marcado en el pirenoide es muy alta y como se 

muestra en el capítulo 5, existe una fuerte relación entre desarrollo del pirenoide y la presencia 

física de la Rubisco. 

La función fisiológica del pirenoide no está clara, la acumulación de Rubisco en él podría 

constituir un almacén de enzima inactiva o favorecer la actividad carboxilasa de la Rubisco frente a 

la oxigenasa por existir en el pirenoide menor tensión de oxígeno. La localización en el pirenoide 

de algas de vida libre de una enzima auxiliar que activa a la Rubisco, Rubisco activasa (McKay et 

al., 1991) apoya la segunda opción. Además se ha comprobado una estrecha relación entre la 

presencia de pirenoide y el desarrollo del mecanismo concentrante de COa (CCM) (Badger et al., 

1993; Maguas et al., 1993; Palmqrlst et al., 1994a; Maguas et al., 1995; Smith & Grifhths, 

1996a, 1996b); la existencia de un pirenoide en Tuebotia con una alta concentración de Rubisco 

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

La presencia de la proteína Rubisco en los “cuerpos protcináceos” nos permite proftmdizar 

en el conocimiento dc estas estructuras y el uso del calificativo protcináceo para denominarlos. 

Grifhths (1980) describió una progresión gradual en cl reino vegetal, que comienza con un único 

gran pirenoide por célula, continúa con presencia de pequenos y múltiples pircnoides y finaliza con 

k.xs proteináceas muy pequenas distribuidas cn cl cloroplasto. En esta progresión, los cuerpos 



proteináceos podrían representar situaciones intermedias entre pirenoides satélites y simples áreas 

proteináceas. Los cuerpos proteináceos no están siempre presentes en las células del fotobionte; en 

determinados estados fniológicos estas estructuras podrían originarse generando acumulaciones de 

Rubisco en otras zonas del cloroplasto distintas del pirenoide. Los cuerpos proteináceos podrían 

también intervenir en el CCM pero hasta el 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 carbónico anhidrasa (CA), apoya la idea de que en 

líquenes con Tvebmuia como fotobionte el rendimiento cuántico del fotosistema II no es reflejo de 

la tasa de fijación del COZ de forma similar a como sucede en líquenes con Nostoc como fotobionte 

(Sundberg et al., 1997). 

Las diferencias observadas en el rendimiento de la fotosíntesis 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 periplásmica (inhibida por AZA). Sin 

embargo, la imposibilidad de detectar actividad CA periplásmica en Trebouxia wici, sugiere que el 

efecto del AZA cs debido a al inhibición de la CA interna ya que posiblemente una pequeiía parte 

de este inhibidor penetra al interior de la célula (Geib et al., 1996). Además la alta sensibilidad de 

la CA interna al inhibidor AZA mostrada en los estudios in vi% del presente trabajo, apoya 

también esta idea. 

La actividad CA en la especie Txbouxin, ramo en estado liqueniwdo como en estado dc 

vida libre, ha sido medida in virw por primera vez en este trabajo. Los nivclcs de Ia actividad CA 

encontrada en Ti&ouxia aislada y liquenizada, fueron muy similares por lo que la actividad no 

parece verse afectada por el estado de liqueniwción. 

La localización de la enzima mayoritariamente en la fracción insoluble junto con la 

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

hispaniaa es una carbónico anhidrasa tipo a. En Cblamydomonns winhardtii, alga que posee CCM 

3 *dquiriciú” t¿T”rinr&ca del CO,~Xl 



ha sido descrita también la existenúa de una CA interna tipo a, que juega un papel fundamental en 

la fijación del CO, (Karkson et al., 1995). 

Palmqvkt y colaboradores (1997) señalan que T. e% y el fotobionte Trebowcia de L. 

hispanica son capaces de acumular carbono inorgánico disuelto. Este hecho junto con la presencia 

de Rubisco en el pirenoide y el requerimiento de carbónico anhidrasa en la fotosíntesis en ambas 

Tvebotiar indican que la adquisición fotosintética del carbono en Tvebouxia es similar a otras algas 

verdes con mecanismo concentrante de COZ, tales como Chrámydamona~, Ct%rel[a y Scenedesmw 

(Badger & Price,‘l992, 1994). En relación a la adquisición fotosintética del carbono en Tvebmxik 

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

1.. En algas de vida libre la concentración externa de COa durante el crecimiento determina tanto 

la eficacia como la activación/inhibición del mecanismo concentrador del COa (CCM) (Badger & 

Price, 1992; 1994). En este sentido, a altas concentraciones de COa la fotosíntesis (Fig. 13) fue 

inhibida en Trebou& y no se puede descartar que el CCM pueda ser también reprimido en este 

genero en estas condiciones. 

2: La alta actividad de la CA periplásmica que es inducida con baja concentración de COa, por 

ejemplo en Cblamydwwnas. winhavdtii, Chlovella y Scenedenz~s (Aizawa & Miyachi, 1986; Badger 

& Price, 1992, 1994), no pudo ser detectada en T. tici de vida libre. La CA periplásmica parece 

permitir a las células utilizar HCOs- como sustrato externo (Aimara & Miyachi, 1986). Si ésta es la 

función dc la CA periplásmica, su ausencia no es extraña en Trebouxia, ya que la forma HCOs- 

debe estar en pequeña cantidad debido a que el apoplasto de los líqucnes es ácido. 

3: En T ctik y en cl fotobionte de L. hispaGz no se ha observado una cubierta de almidón 

alrededor del pircnoidc como ocurre en especies de algas vcrdcs crecidas a bajas concentraciones de 

CO1 y que poseen CCM. A la citada cubierta dc almidón se lc ha atribuido la función de barrera a 

la difusión del COa fuera del pirenoide (Badger et al., 1993; Ramazanov ct al., 1994). Sin 

embargo, rccicntcmente SC ha demostrado con mutantcs dc Chlwella pyvcnoidoxa que no sintetizan 

almidón, que la formación de la cubierta de almidón cs un pr-occso simultáneo al funcionamiento 



del CCM pero no necesario (Phuned et al., 1996). Por tanto, la no existencia de grandes 

cantidades de almidón alrededor del pirenoide en estas especies de Trebomia no sería un 

impedimento para el funcionamiento del CCM en ellas. 

Evolutivamente, en cianobacterias, algunas algas eucariotas y Anthowos el desarrollo del 

CCM usando DIC como fuente de carbono se pudo producir como respuesu a un aumento de 02 

en la aonósfera que supone una competencia con el COZ (Smith & Griffiths, 1996b). El desarrollo 

del CCM parece estar relacionado con una Rubisco de baja afiidad al CO2 (Palmqvist, 1995). La 

menor presencia de Rubisco en las lamelas y su acumulación en zonas como el pirenoide tiene la 

ventaja de que la fijación de COZ se lleva a cabo en un ambiente con menor concentración de 02, 

lo que implica menor fotorespiración (Vaughn et 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, podrían haber perdido el pirenoide en su 

evolución y haber desarrollado una Rubisco con mayor afinidad y especificidad al COZ e incluso 

nuevas formas de CA (tipo R) (Palmqvist et al., 1997). 

Esta ruta dc adquisición del CO, de los talos liquénicos puede tener una gran importancia 

ecológica. En líquenes donde la difusión del CO2 al fotobionte puede estar reducida debido al 

entramado formado por las hifas del micobionte, es importante la existencia de un mecanismo que 

permita la fijación de COZ a bajas concentraciones. Ahora bien, el CCM no está influido sólo por la 

disponibilidad del CO2 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 

proporción COz/Oz en el entorno de la Rubisco lo que hace disminuir la tasa de fotorrespiración, 

en consecuencia, el CCM será mas necesario a altas temperaturas ya que cvira el aunento de la 

fotorrespiración que conlleva la mayor solubilidad del oxígeno a mayor tcmpcratuurn (Radzcr & 

Adrews, 1987). La disponibilidad dc nitrógeno podría ser otro factor importante en el dcsarrollo 

dc ios CCM ya que supone UI LLW más eficaz del nitrógeno por suprimir su inversión en la 

fotorrcspiración. 

3 Adquisi‘iún fotosint&icn del CO,-83 
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