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jAytdame a mirar!
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1. INTRODUCCION







Los liquenes son el fascinante resultado de la simbiosis entre dos seres vivos
muy diferentes: un hongo (el micobionte) y un alga verde, una cianobacteria o, en
algunos casos, ambas (el fotobionte). El hongo, que es heter6trofo, proporciona al
fotobionte proteccién frente a un ambiente no acuatico, y el alga obtiene energia para
ambos a través de la fotosintesis. La simbiosis liquénica confiere a ambas partes
caracteristicas que no presentarian de vivir aislados y es, a menudo, condicién
imprescindible para la vida de algunas especies, es decir, muchas de las especies que
se asocian en este tipo de simbiosis no son capaces de desarrollarse en vida libre. Al
formar esta interaccion simbidtica, el organismo puede colonizar nuevos nichos que le
estarian vedados por la severidad de las condiciones climaticas. Por tanto, los liquenes
son mas competitivos que sus componentes en solitario y, de hecho, constituyen el
grupo vegetal dominante en el 8% de los ecosistemas terrestres (Larson, 1987), como
es el caso en regiones polares y ambientes alpinos (Kappen, 1988; Ahmadjian, 1993).
La explicacion a esta distribucion no es que los liquenes prefieran las caracteristicas
climaticas de estos lugares, que podrian definirse como desiertos frios, sino que
aprovechan que la vegetacién vascular no es capaz de soportarlas, dejando este nicho
ecoldgico libre para los bri6fitos y liquenes. La ventaja que presentan en estos
ecosistemas tan inhdspitos frente a plantas vasculares radica en su naturaleza
poiquilohidra, que les permite soportar condiciones adversas cuando se encuentran
inactivos a causa de la desecacién. El inconveniente es que su crecimiento suele ser
mas lento en comparacion con la mayoria de las plantas vasculares, pues tienen un
tiempo de actividad mas corto. Pero los liquenes no se reducen a estos ambientes, su
diversidad ecolégica es muy amplia. Aparecen en los lugares mas opuestos de la
superficie terrestre: desde desiertos calidos hasta bosques tropicales siempre verdes.
Es dificil encontrar ecosistemas sin liquenes. Sin embargo, la actividad humana cada
vez reduce mas su habitat, a causa de la destruccién de bosques maduros y de la
contaminacion atmosférica (Hilmo, 2002). El cambio global, de causas controvertidas,
pero cada vez mas evidente (IPCC, 2007), también constituye una amenaza para la
distribucién y desarrollo de estos organismos, porque las regiones alpinas y polares
cada vez retroceden mas, proporcionando a la vegetacién vascular la oportunidad de
colonizar altitudes y latitudes mayores, al suavizarse las condiciones climaticas.

La simbiosis liquénica

La liquenizacion puede interpretarse como una estrategia nutricional de los
hongos (Honegger, 1991), donde el hongo vive en simbiosis obligada con fotobiontes
algales o cianobacterianos, endohabitantes en el talo liquénico. En la mayoria de los
casos la estructura aparente del liquen la proporciona el hongo, que alberga en su
interior las células de alga en capas mas o menos organizadas segun el tipo de talo.
Por esta razoén, es también el hongo quien da nombre a la asociacién (Eriksson &
Winka, 1998). Por tanto, filogenéticamente los liquenes pertenecen al reino Fungi, la
liquenizacion no es una caracteristica monofilética, sino una convergencia adaptativa
gue aparecié independientemente en distintas lineas evolutivas (Gargas et al., 1995).



Se han descrito unas 13.500 especies de hongos liquenizados (Galun, 1988), pero se
calcula que quedan muchas mas por describir.

El 98% de los hongos que liquenizan pertenecen al orden Ascomycota. El 90% de
los liquenes tienen como fotobionte algas verdes unicelulares eucariotas, de la division
Chlorophyta, siendo los géneros Trebouxiay Trentepohlia los mas comunes, aunque
se han descrito unos 40 diferentes (Tschermak-Woess, 1988). En un 10-15% de las
especies de liquenes, el hongo se asocia con una cianobacteria como fotobionte
primario (en cianoliquenes) o secundario (en cloroliquenes con ficobiontes, pero con
cefalodios: estructuras especiales para albergar cianobacterias fijadoras de nitrogeno
atmosférico).

Cuando estan activos, los liquenes transforman la energia luminica incidente en
biomasa con la misma eficiencia que las plantas vasculares (Palmqvist & Sundberg,
2000).

La Fotosintesis

La fotosintesis es el proceso mediante el cual los organismos autétrofos fijan el
CO; atmosférico para sintetizar hidratos de carbono, utilizando energia luminica para
este proceso de reducciéon y obteniendo de este modo energia quimica para su
supervivencia, crecimiento y reproduccién. Muchos organismos heterétrofos, entre
ellos los hongos liquenizados, se han aprovechado de esta capacidad para formar
simbiosis con plantas, algas o bacterias autétrofas. A lo largo de la historia evolutiva,
distintos grupos de hongos han formado simbiosis con algas verdes y/o cianobacterias
de manera independiente, conformando talos estructurados y de apariencia
homogénea, que a menudo se han considerado en su conjunto como organismos
autétrofos (Gargas et al., 1995). Por tanto, los liquenes tienen un proceso para obtener
energia, la fotosintesis, que depende exclusivamente del fotobionte, y un proceso de
consumo de energia, la respiracién, llevado a cabo en ambos biontes. Se ha sugerido,
sin embargo, que la respiracién total del talo refleja principalmente la actividad
metabolica del micobionte, mucho mas abundante en liquenes heterémeros (es decir,
con capas diferenciadas) que el fotobionte, que puede suponer Unicamente el 10% de
la biomasa total del talo (Sundberg et a/., 1999).

El proceso fotosintético

La fotosintesis tiene lugar dentro del cloroplasto (Fig. 1.1) de las células
vegetales eucaribticas y en las membranas tilacoides de las cianobacterias, que son de
hecho el origen mas probable de los cloroplastos, segun la teoria de la endosimbiosis
(Margulis, 1970; Cavalier-Smith, 1987).
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Fig. 1.1: Proceso fotosintético dentro de un cloroplasto (J.M. Vivas).

La fotosintesis se puede dividir en dos amplios procesos. En el primero, la fase
luminica, la energia luminica de los fotones es capturada y transferida para hacerla
metabodlicamente utilizable, casi siempre mediante la reducciéon de moléculas
acumuladoras de energia (ATP). El segundo es la denominada fase oscura, en la que se
utiliza la energia obtenida en la fase luminica para fijar CO; y producir hidratos de
carbono. Esta fase se llama asi porque no requiere luz y, sin embargo, normalmente
sucede en iluminacion y la fijacién de CO; se interrumpe en ausencia de luz. El proceso
fotosintético encuentra limitaciones en casi todas las etapas de las fases luminica y
oscura. Tales limitaciones, sin embargo, son interesantes porque pueden determinar la
ecologia de los liquenes. Existe también la posibilidad de que los propios liquenes
muestren limitaciones intrinsecas, que pueden estar relacionadas con el crecimiento
general y el equilibrio de carbono, y no tan estrechamente ligadas al ambiente.

En la Fig. 1.2 se puede observar un resumen de la fase luminica de la
fotosintesis. Los receptores de luz son las moléculas de clorofila (Chl) ay 6. Ambos
tipos tienen picos de absorcién maxima en el rojo y el azul, pero difieren ligeramente
en la longitud de onda de maxima absorcién. También pueden encontrarse otros
pigmentos accesorios, como los carotenos y las xantofilas. Estos absorben
principalmente en el azul y el ultravioleta. Las cianobacterias carecen de Chlb, pero
contienen ficocianina vy ficoeritrina dentro de los ficobilisomas (complejos de
pigmentos situados en la superficie de las membranas tilacoidales). Todos estos
pigmentos estan asociados con complejos proteicos para la captacion de luz,
constituyendo los fotosistemas. Dentro de ellos las clorofilas forman complejos antena
que absorben luz y que estdn conectados con los centros de reaccién, formados éstos
por moléculas de Chla con maximos de absorcién mas hacia el rojo que las clorofilas
de los complejos antena, asegurando, de este modo, que todos los fotones absorbidos



terminardn en los centros de reaccién. En el cloroplasto conviven dos tipos de
fotosistema. El fotosistema | (FS I) fue el primero en aparecer en la evolucién y su
principal pigmento antena es la Chla. El centro de reaccién (P700) es un complejo
Chla-proteina con un pico de absorcion a 700 nm. El fotosistema Il (FS Il) contiene un
complejo Chla-proteina con maxima absorcién a 680 nm (P680), y contiene una mayor
proporcién de Chlbp y xantofilas en su antena. Estos dos ultimos pigmentos
desempefian un papel fundamental en los procesos de disipaciéon de exceso de
energia.
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Fig. 1.2: Reacciones luminicas en el cloroplasto (Fuente: Wikimedia Commons).

fotolisis del agua

El FS Il tiene alto potencial oxidante y es capaz de romper la molécula de agua de
manera que ésta es la primera fuente de electrones del proceso, donandolos al centro
de reaccién. El FS | es un oxidante débil y recibe electrones del FS Il, pero es a la vez
un fuerte reductor, por lo que puede reducir la molécula aceptora NADP. El NADPH
reducido (poder reductor) y el ATP procedente de la cadena de transporte electrénico
son utilizados para la fijaciéon de CO,.

El proceso comienza cuando un foton de luz es absorbido por los pigmentos,
provocando la excitacién de los electrones en las moléculas de clorofila de los
complejos antena del FS Il, que se rednen en el centro de reacciéon y pasan al primer
aceptor de electrones, la feofitina, y consecutivamente a toda la cadena de transporte
electrénico. Los electrones necesarios para la reduccién de la Chl provienen en la
mayoria de organismos de la fotolisis del agua. En esta fotolisis también se liberan
protones y oxigeno. Los protones se acumulan en el interior de las membranas
tilacoides de los cloroplastos, generando un gradiente que proporciona energia para la
formacion de ATP gracias al funcionamiento de una ATP sintasa de membrana. Los
electrones excitados son transferidos al FS I, que utiliza los fotones absorbidos en sus
propios complejos antena para re-excitar a los electrones. Estos son finalmente
transferidos a la enzima ferredoxin-NADP+-reductasa, que los utiliza para convertir al
aceptor final, NADP+, en NADPH,. Para alcanzar una tasa de fotosintesis optima es
crucial un flujo de electrones constante y regular. Este proceso se denomina también
fotofosforilacion no ciclica. La fotofosforilacion ciclica, por su parte, ocurre en el FS I.



Los electrones excitados se reciclan de nuevo en el FS |, pero generan un gradiente de
protones dentro de las tilacoides, que se utiliza para producir mas ATP. Es un proceso
en el que no existe fotolisis del agua y donde no se produce ni O, ni NADPH,. Su
objetivo es compensar el déficit de ATP producido en el proceso no ciclico.

Estas moléculas de ATP y NADPH; se utilizan para la reduccién de CO; a hidratos
de carbono, de mayor valor energético, via la ruta reductiva de las pentosas-fosfato o
ciclo de Calvin-Benson, que comienza con la carboxilacién de la ribulosa 1,5-
bisfosfato (RuBP) por acciéon de la enzima RuBP-carboxilasa-oxigenasa (Rubisco). Esta
proteina puede representar hasta un 50% del total de proteinas solubles cloroplasticas,
siendo de esta manera el mayor sumidero de nitrogeno de la biosfera (Chapin et a/.,
1987). La eficiencia de la carboxilacidon se ve limitada por la cantidad y actividad de la
Rubisco, asi como por la disponibilidad de CO;. Cuanto mayor es la concentracion de
este gas en el ambiente, mas eficiente es la actividad carboxilante de la Rubisco. Por
esta razén, muchos liquenes han desarrollado un mecanismo concentrador de CO;
(CCM™).

Fluorescencia de la clorofila a

Sélo una pequefia parte de la radiacion absorbida sigue la via fotosintética, el
resto se disipa en forma de calor y mediante la emision de fluorescencia. La emision de
fluorescencia, la via fotoquimica (atenuacién o apagamiento fotoquimico) y la
disipacion por calor (atenuacién no fotoquimica o NPQ) son procesos competitivos
(Fig. 1.3).

El apagamiento no fotoquimico (NPQ, por sus siglas en inglés) es un mecanismo
fotoprotector para disipar el exceso de energia por medio de la pérdida de calor. El
ciclo de las xantofilas tiene mucha importancia en este proceso. Bajo condiciones
desfavorables, el ciclo se activa y en él, la violaxantina se convierte en anteraxantina y
posteriormente en zeaxantina. Esta ultima molécula es la responsable de la disipacién
por calor (Demmig-Adams & Adams, 1996). Otro mecanismo de proteccién de las
xantofilas es la inmovilizacidon de las especies reactivas de oxigeno, muy nocivas para
la célula (Havaux & Niyogi, 1999; Gasulla, 2009). Se ha demostrado que la cantidad
total de moléculas del ciclo de la xantofila (VAZ: violaxantina, anteraxantina vy
zeaxantina) aumenta en condiciones desfavorables por exceso de luz, bajas
temperaturas y/o falta de nutrientes (Demmig-Adams & Adams, 1996; Calatayud et
al., 1997; Vrablikova et a/., 2006).

El hecho de que estos tres procesos ocurran simultineamente en las moléculas
de Chla ha permitido el desarrollo de métodos de medida no intrusivos para la
evaluacion /n vivo de la actividad del FS Il como aproximacion a la fotosintesis. Al ser
procesos competitivos, cualquier incremento en la eficiencia de uno de los tres resulta
en el decremento de la de los otros dos. En la actualidad la fluorescencia de la Chla se
utiliza ampliamente como indicador del transporte electrénico en plantas superiores.
Aunque la cantidad total de fluorescencia de la Chl es sélo el 1 o 2% del total de luz
absorbida, al medir los cambios en fluorescencia es posible obtener informacién



acerca de las atenuaciones fotoquimica y no fotoquimica. Es necesario distinguir entre
estos procesos con el fin de obtener informacidn completa acerca del estado del FS II.
El método del pulso de luz saturante se desarrollé con este proposito (Fig. 1.4).

1l

Disipacion Chla* Fluorescencia
en forma de
calor (NPQ) |

V| P6so

(Mn); > Y, > Paso*/-\ Feo > Q> Qg > PQ

Fotosintesis (qP)
Fig. 1.3: Competencia entre los rendimientos de la fluorescencia, de la disipacién por calor y de la
fotosintesis (.M. Vivas).
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Fig.1.4: Medida de la fluorescencia de la Chl a través del método del pulso de luz saturante.

Cuando una muestra fotosintética se mantiene en oscuridad todos los centros de
reaccion estan abiertos, es decir, completamente oxidados. Si se expone la muestra a
una luz débil no actinica (0’1 pmoles-m-2 s-1, insuficiente para desencadenar la
fotosintesis) se obtiene un valor minimo de fluorescencia basal (Fo). Entonces se aplica
un pulso de luz de corta duracién y alta intensidad (varios miles de pmoles de
fotones-m-2-s-1 durante un segundo o menos), que provoca el cierre inmediato de
todos los centros de reaccion del FS Il y el primer aceptor de electrones (tras la
feofitina), la plastoquinona Qa, se reduce completamente, incapaz de disipar energia
por la via fotosintética, que es un proceso mas lento. Ademas, la disipacion por calor
no esta activa en muestras pre-adaptadas a la oscuridad. Por tanto, en este momento
se observa el maximo nivel de fluorescencia, Fm. La diferencia entre Fm y Fo se define
como la fluorescencia variable, Fv (Fv= Fm - Fg). La proporcion Fv/Fm es una



estimacion del maximo rendimiento cuantico del FS Il, es decir, la maxima reduccién
de Qa potencial. La fluorescencia medida por los fluorimetros procede Unicamente del
FS II.

En hojas sanas Fv/Fm se acerca normalmente al maximo teérico de 0’83. Un
valor mdas bajo se interpreta como indicador de dafio del FS Il, lo que provoca una
transferencia de energia menos eficiente. Como este dafio se debe habitualmente a luz
intensa, se denomina fotoinhibicién y normalmente es reversible, por ejemplo, durante
la noche. En musgos y liquenes los valores observados son mucho menores. Estos
valores no indican fotoinhibicion, sino que son el resultado de su mayor
fotoproteccion.

Si en ese momento se aplica una luz actinica, capaz de producir fotosintesis y
disipacion por calor, se obtiene un valor de fluorescencia basal (Ft), que es mayor que
Fo. La aplicacién de un nuevo pulso de saturacion provoca un incremento transitorio de
la fluorescencia hasta un valor maximo (Fm’). La diferencia entre Ft y Fm’ es la
fluorescencia variable en condiciones de iluminacion, AF (AF = Fm’- Ft), y es la
atenuacion fotoquimica. Fm’ es menor que Fm en la medida en oscuridad y la
diferencia son los electrones aceptados por las moléculas de los sistemas de
protecciéon que disipan esa energia en forma de calor, es decir, la atenuaciéon no
fotoquimica (Fig. 1.5). Se puede calcular un nuevo rendimiento con los valores
obtenidos en iluminacién: (Fm’-Ft)/Fm’, el llamado rendimiento cuantico efectivo del
FS 1l (dFSII). Este rendimiento es una medida de la proporcion de electrones absorbidos
gue son transportados a través del FS Il y quedan finalmente inmovilizados en NADPH
que se utilizara para la fijacion de CO.;. Es posible obtener una medida del nimero de
electrones que pasan a través del FS Il, la tasa relativa del transporte de electrones
(ETR), multiplicando la luz incidente por este rendimiento:

ETR = [(Fm’~F9)/Fm’] * PPFD (umol e~ m2 s-1),

donde PPFD es la luz fotosintéticamente activa, en pmoles de fotones m-2 s-'. El valor
obtenido se denomina asi, tasa relativa del transporte de electrones, porque la tasa
real solo se puede calcular conociendo la PPFD en el complejo antena del cloroplasto.

Tedricamente, deberia haber una fuerte correlacién entre la ETR y la tasa de
fijacion de CO,, pues los electrones medidos por el fluorémetro son aquéllos que se
usaran para esta fijacion. Pese a ello, a menudo la relacion es compleja, especialmente
si hay procesos consumidores de electrones tras el paso por el FS Il, de manera que no
contribuyen a la fotosintesis. En plantas superiores uno de esos procesos es la
fotorrespiracion, que implica que la fotosintesis de las plantas C3 no esta
correctamente predicha por la ETR. En musgos y liquenes hay indicios de que la
existencia de sumideros de electrones alternativos, posiblemente el oxigeno, pueden
oxidar el NADPH, y esto provoca la falta de correlacién entre ETR y fotosintesis (Green
et al. 1997; Proctor & Smirnoff, 2011).
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Actualmente, la mayoria de los fluorimetros se basan en el sistema de
modulacion por amplitud de pulsos (PAM). En estos fluorimetros la fuente de luz
utilizada para medir la fluorescencia es modulada, es decir, encendida y apagada a una
alta frecuencia, y el detector de fluorescencia se calibra para que detecte solamente la
fluorescencia provocada por la luz de medida. Este sistema tiene la gran ventaja de
gue permite realizar medidas bajo luz ambiental, y no sélo en muestras en oscuridad.

Factores que condicionan la ganancia de carbono en liquenes

Al ser organismos poiquilohidros, el estado de hidratacién de los liquenes es
completamente dependiente del ambiente, a diferencia de las plantas vasculares, que
al ser homeohidras son capaces de controlar activamente su estado de hidratacion. Los
organismos poiquilohidros terrestres deben ser capaces de tolerar la desecacion en la
mayoria de los casos, pues muchos de ellos se secan completamente al menos en
alguna ocasién. Por tanto, la naturaleza poiquilohidra afecta a la ecofisiologia de la
funcion fotosintética. Las restricciones ambientales para la fotosintesis en liquenes son
las mismas que en otras plantas: concentracion de COy, luz y temperatura, pero a ellas
se suma la respuesta fotosintética al contenido hidrico del talo. Hay ademas,
restricciones adicionales que pueden limitar la tasa fotosintética, como son el
contenido en clorofila, en minerales (especialmente nitrégeno y fosfato) y también la
estructura del talo, a causa de la interaccidn entre el agua y la difusion del CO,.

Las tasas maximas de fotosintesis neta en liquenes y en briéfitos, también
organismos poiquilohidros, son mas bajas que las de otras plantas terrestres, tanto si
se calculan en funcion de peso seco como de superficie. Se ha considerado
responsable de esta diferencia al menor contenido en clorofila de los liquenes (Green &
Lange, 1994). Por ello, la eleccién de unidades de referencia para expresar el
rendimiento fotosintético puede invalidar las comparaciones entre diferentes
organismos, asi como afectar a la interpretacion de resultados dentro de un mismo
género o especie. Las grandes diferencias encontradas en fotosintesis neta (FN) en
base a peso seco para talos de Umbilicaria de distintos tamafos desaparecieron
cuando las tasas se calcularon en funcion de superficie (Larson, 1979, 1984).
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Asimismo, al calcular las tasas en funcién del contenido en clorofila, los liquenes y
briéfitos son incluso mas eficientes que las plantas vasculares si se tiene en cuenta la
fotosintesis bruta (FB= FN+ respiracion en oscuridad, RO), pues tienen una FN similar,
pero una mayor RO.

Concentracion de CO; ambiental

Se ha demostrado que los niveles de CO, normales en el ambiente (actualmente,
unas 380 ppm) son limitantes para la fotosintesis de plantas superiores (Stitt, 1991),
de briofitos (Coxson & Mackey, 1990) y de liquenes (Cowan et al,, 1992). La causa
subyacente es el alto valor de la constante de Michaelis-Menten (Kv) para el CO; de la
Rubisco, que no se satura hasta que la concentracién es cinco veces superior a la
ambiental; ademas, esta enzima tiene una funcion oxigenasa que disminuye la
eficiencia del proceso de fijacion. En todos los organismos fotosintéticos con
metabolismo C3 un incremento de CO; en el ambiente causaria un funcionamiento
mas eficiente de la Rubisco, al potenciar su actividad carboxilasa frente a la oxigenasa.
En liquenes, algunos ficobiontes como T7rebouxia y todos los cianobiontes tienen
bombas de CO, que conforman un mecanismo de concentraciéon de carbono (CCM),
capaz de incrementar la concentracion de CO; alrededor de la Rubisco. EIl CCM también
puede disminuir los niveles internos de CO; a niveles cercanos a cero, lo cual ayuda a
superar la alta resistencia a la difusién que puede ocurrir en liquenes, especialmente a
altos contenidos hidricos (Cowan et al,, 1992).

Agua

Como los liquenes son incapaces de regular su estado de hidratacion, éste es
uno de los determinantes mas importantes de su fotosintesis. El contenido hidrico del
talo puede variar desde el equilibrio con el aire (un 10% del peso seco
aproximadamente) hasta la completa saturacién (que puede llegar a ser el 400% del
peso seco en cloroliquenes y el 1000% en cianoliquenes) y esto esta altamente influido
por la morfologia y estructura del talo. Muchos estudios han subrayado la importancia
del contenido hidrico y han descrito el comportamiento de la fotosintesis a distintos
niveles hidricos (v.gr., Coxson et al., 1983; Lange et a/l., 1995, 1996, 2001).

Los liquenes estan, por tanto, sometidos a procesos mas o menos frecuentes de
desecacién-rehidratacién. La frecuencia de estos procesos puede ser limitante para
muchas especies en habitats concretos, pues afecta profundamente a su balance de
carbono. Periodos de actividad demasiado cortos e infrecuentes pueden conllevar tasas
de respiracion muy altas, haciendo imposible la obtencién de un balance de carbono
positivo. La dindmica de absorcién y pérdida de agua es muy variable y depende del
ambiente que rodea al talo, de la propia capacidad maxima de retencién de agua de
éste, y del estado hidrico. Estos dos ultimos parametros dependen estrechamente de la
morfologia del talo, la anatomia y el color (Rundel, 1982; Lange et a/., 1993, 1999).

Una de las razones que explican la efectividad de estos organismos a bajos

contenidos hidricos es la capacidad de los liquenes con algas verdes para reactivar su
actividad fotosintética en presencia de vapor de agua (v.gr., Lange & Kilian, 1985;
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Scheidegger et al., 1995; Pintado & Sancho, 2002). Esta capacidad puede ser clave para
el establecimiento y la supervivencia de muchas especies en situaciones ecolégicas en
las que la actividad metabdlica esta limitada por la disponibilidad de agua liquida. Hay
muchos ambientes en que ésta es escasa o incluso ausente, pero en los que si existen
altos niveles de humedad de manera frecuente o periédica, como en algunos desiertos
aridos (Lange et al, 1970; Lange & Tenhunen, 1982; Lange & Reddén, 1983). Los
liguenes con cianobiontes son mucho menos eficientes o completamente incapaces de
reactivar su fotosintesis mediante la hidratacién procedente del vapor de agua,
necesitan agua liquida (Lange et a/., 1986; Schlensog et al., 2000).

A altos contenidos hidricos del talo, por encima de la cantidad de agua a la que
se alcanza la FN optima, la tasa fotosintética puede verse poco afectada o puede
mostrar diversos grados de depresidon (Fig. 1.6). Se han llevado a cabo estudios con
mezclas de helox (helio/oxigeno) que han demostrado que la causa de esa depresién
es el incremento de la resistencia a la difusién del CO; a altos contenidos hidricos
(Cowan et al., 1992). El grado de depresion es especifico de cada especie, pero puede
variar notablemente incluso dentro de la misma especie en muestras de diferente
procedencia (Lange & Green, 2006). Esta depresion significa que la ganancia
fotosintética puede verse sustancialmente reducida a altos contenidos hidricos. Este
problema no ocurre en briéfitos, que son capaces de separar el almacenamiento de
agua de las rutas de difusiéon de CO; (Green et al., 2011a).

120
Reactivation Increased diffusion

through " resistances with increased
hydration by content of liquid water.

80 water vapour

Thallus saturated
from water
vapour

40

Thallus saturated

- -‘-.\Compensation
point - 18% WC

300 200 -100 0 0 120 180 220

e Wate(ré)a (;t;ntlal |-—Tha11us water content (% dry weight) —_—

Net photosynthesis (% maximum)

Fig. 1.6: Respuesta de la FN al contenido hidrico del talo en Ramalina maciformis (a partir de Schulze
etal., 2002).

Pintado et al. (1997) describieron dos estrategias diferentes en cuanto a la
dindmica de captacion y retencidén de agua en poblaciones de Ramalina capitata en
exposicion norte y sur. Las de la cara sur tenian una mayor capacidad de acumulacién
de agua y su tiempo de retencién era también mayor, asi como su contenido en
clorofila. La explicacién que proporcionaban es que ello era consecuencia de los
periodos de actividad mas cortos en la cara sur de las rocas en comparaciéon con la
norte, donde las fuerzas de evaporacién son menores, indicando que en ese caso el
principal factor que induce diferencias ecofisioldgicas entre las dos poblaciones no es
la irradiacion, sino la eficiencia en la utilizacion de la luz durante los breves periodos
en los que las condiciones de hidratacién son adecuadas. En un estudio posterior,
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Pintado et a/ (2005) mostraron una capacidad similar de retencién de agua para
ecotipos de sol y sombra de Diploschistes diacapsis, cuando se hacia el cdlculo en
funcion del peso seco, pero los talos de sol tenian un valor mas bajo si el calculo se
referia a superficie, mostrando por tanto periodos de hidratacibn mas cortos
combinados con tasas de FN mas altas. Valladares et a/. (1993, 1997) demostraron que
la capacidad de retencién de agua incrementaba al aumentar la densidad del talo en
especies de Umbilicariaceas.

Luz

La respuesta de la fotosintesis de los liquenes a la luz se muestra en la Fig. 1.7,
donde se puede observar una tipica curva de saturacién. En la parte inicial la luz es
limitante y esa pendiente inicial estd definida como el rendimiento cudntico de la
fotosintesis (®). Después se llega a una parte limitada por la velocidad de la reaccién
de la carboxilacion, donde el incremento en luz fotosintéticamente activa (PPFD) no
produce un incremento significativo de FN (Palmqvist, 2000). El valor de RO se obtiene
a PPFD= 0. El punto de compensacion de luz (Pc) es el nivel de PPFD al que la FN es
igual a 0, es decir, la RO es igual a la fotosintesis bruta (FB). El punto de saturacién de
luz normalmente se define como la PPFD a la que se alcanza el 90% de la tasa maxima
de FN (Green er al.,, 1997).
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g. 1.7: Respuesta de la fotosintesis a la luz.

Como ocurria con el agua, la tolerancia a la luz, la preferencia por unos niveles
luminicos u otros, y el comportamiento al cambiar los regimenes luminicos son
altamente dependientes del hdabitat de los liquenes. Desde hace tiempo se han
diferenciado las llamadas “plantas de sol” y “plantas de sombra” (v.gr., Bjéorkman,
1981). Las plantas de sol viven de manera obligada en localidades soleadas y suelen
ser capaces de obtener tasas de FN mas altas a PPFD mas altas que las plantas de
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sombra, que viven en lugares no expuestos a luz directa. Las plantas de sol también
suelen mostrar valores mas altos de Pc y Ps, y tasas mas altas de RO. Dentro de una
misma planta algunas hojas se pueden adaptar a irradiaciones mas bajas, mostrando
propiedades tendentes a las de las hojas de plantas de sombra. Por el contrario, las
plantas de sombra resultan dafiadas con facilidad por el exceso de luz. En principio,
esperariamos que los liquenes tuvieran un comportamiento similar en cuando a su
ambiente luminico, pero su naturaleza poiquilohidra representa un posible escudo
frente a la alta irradiacién, porque tienden a desecarse y por tanto a inactivarse en esas
condiciones. Se ha visto que cuando estan activos estan sometidos a menudo a niveles
luminicos mucho mas bajos que los que sugiere el ambiente luminico general
(Schroeter et al., 2011). Se ha demostrado que cuando los liquenes estan activos las
altas irradiaciones pueden inhibir los procesos fotoquimicos del FS I, debido a un
exceso de energia provocado por el exceso de irradiacion absorbida por los complejos
antena (Gauslaa & Solhaug, 1996; Bartak et a/., 2008). Este proceso se habia observado
previamente en plantas vasculares (Powels, 1984). El contenido hidrico tiene por tanto
una gran influencia en el modo en que los liquenes interactian con la radiacién
incidente. Los fotobiontes de los liquenes estdn mucho mas protegidos de la luz que
las células foliares, al tener un cértex fungico que suele contener sustancias o
estructuras que dispersan una gran proporcion de la luz incidente. Algunas especies
son verdes cuando estan hidratadas, indicando que el cortex es casi transparente
entonces. Se han planteado algunos estudios con el fin de evaluar el nivel real de luz
que llega a las células fotosintéticas (Budel & Lange, 1994, Dietz et al., 2000), que han
demostrado que el aparato fotosintético del liquen experimenta probablemente
condiciones de sombra profunda, incluso cuando esta expuesto a la luz mas intensa
(Green & Lange, 1994). Sin embargo, esta fuera de duda que los liquenes son capaces
de adaptarse a distintos ambientes luminicos. Se ha establecido un rango de puntos de
saturacion luminica desde el 1% a mas del 50% de la luz incidente a pleno sol (Green &
Lange, 1991; Lange et al, 1991) y Green et al (1991) encontraron un valor de
compensacion luminica de s6lo 1 pmol de fotones m-2 s-' para Pseudocyphellaria
dissimilis, mientras que puede alcanzar los 200 pmoles de fotones m-2 s-! para
liquenes que viven en bosques caducifolios abiertos (Kershaw, 1985). Muchas especies
muestran también una gran capacidad de aclimatarse a los cambios de PPFD debido a
la estacionalidad del dosel arbéreo. Se han encontrado valores mas altos de Pc y Ps
para las irradiaciones mas altas invernales en estos ambientes (Kershaw, 1985).

Algunos estudios han sugerido que probablemente los liquenes fotosintetizan
habitualmente en condiciones ambientales fuera de las que se supone que son 6ptimas
segln las curvas de respuesta a PPFD (Schroeter et al, 1995; Green et al, 1995).
Asimismo, en una revision reciente Green y colaboradores (2011a) muestran que los
liquenes, a diferencia de los bri6fitos, suelen estar activos a contenidos hidricos
subdptimos para la FN, tanto por exceso como por defecto.

Temperatura

14



La FN muestra una tipica respuesta a la temperatura (Fig. 1.8). La tasa de FN
aumenta con la temperatura hasta que se alcanza un maximo a partir del cual vuelve a
descender debido a la respuesta diferente de la RO, que aumenta casi
exponencialmente con la temperatura hasta la desnaturalizacién de las membranas y
las enzimas por efecto del calor. La FB se eleva hasta una tasa maxima y permanece
constante hasta que se llega al dafio térmico. Como en el caso de la luz y del
contenido hidrico, el comportamiento del liquen frente a la temperatura se muestra
altamente dependiente del habitat en el que vive cada especie.
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Fig. 1.8: Respuesta de la RO, FN y FB a la temperatura.

Se han medido temperaturas d6ptimas desde valores tan bajos como 5°C en
muestras articas y antdrticas (v.gr., Green et a/l., 2011b) hasta valores tan altos como
28°C (Diploschistes diacapsis, desierto de Utah, Lange et a/., 1997). Como ocurria con
el contenido hidrico y la disponibilidad luminica, los liquenes parecen estar raramente
activos, si es que lo estan alguna vez, a los 6ptimos de temperatura medidos en
laboratorio (Schroeter et al., 2010), pero normalmente son capaces de obtener buenas
tasas de FN dentro de un amplio rango de temperaturas. Esto es especialmente
ventajoso para bajas temperaturas, porque la RO es mucho menor con respecto a la
FN. Esta atn tiene lugar cuando la temperatura es demasiado baja para que se detecte
RO. Se han medido tasas de FN en muestras antdarticas de Umbilicaria decussataa -11
°C, mientras que la RO cesé entre -5 y -8 °C (Lange, 1965). Otro estudio mostré una
casi completa aclimatacion de la RO a la temperatura a lo largo del afio en varias
especies de liquenes (Lange & Green, 2005).

Respiracién

Como se ha dicho ya previamente, las tasas de respiracién tienen gran influencia
en las tasas de FN. La respiracidon es un proceso metabdlico necesario para proveer de
energia para los procesos de crecimiento, transporte y asimilaciéon y para transformar
el carbono fijado en sustancias que pueden utilizarse para el crecimiento y el
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mantenimiento de los organismos (Palmqvist, 2000). El ergosterol (Erg), al ser el
principal esterol de la membrana plasmatica fungica (Ekblad et a/., 1998), ha sido
utilizado como un marcador indirecto de la biomasa fungica viva en varios estudios
con liquenes (Palmqvist et al.,, 2002; Dahlman & Palmqvist, 2003; Sundberg et al/.,
1999; Gaio-Oliveira et al., 2004) y con asociaciones de micorrizas con plantas (Ekblad
& Nasholm, 1996). Sundberg et al. (1999) encontraron una relacion muy estrecha entre
esta molécula y la RO, apoyando de esta manera la hipotesis de que la mayor parte de
la RO esta provocada por la parte fungica de la simbiosis. Sin embargo, en una
investigacion posterior donde se estudiaban 75 especies de liquenes de distintos
habitats, Palmqvist et a/. (2002) no incluyeron el Erg en el modelo predictivo de la RO
en ninguno de esos habitats, pues no encontraron que su influencia fuera
estadisticamente significativa.

Nutrientes inorgdnicos

Los elementos esenciales que las plantas requieren para su desarrollo son
hidrégeno, carbono, oxigeno, nitrégeno, potasio, calcio, magnesio, fosforo, azufre,
cloro, boro, hierro, manganeso, cinc, cobre y molibdeno (Epstein, 1972). Se piensa que
los liquenes consiguen estos elementos por deposicién directa, en himedo o en seco,
en el talo (Nash, 1996). Pero algunos estudios sugieren que podria haber una
translocacién de P y N desde partes viejas y moribundas del talo hacia partes en
crecimiento (Crittenden, 1991; Hyvarinen & Crittenden, 1998, 2000). Se cree que estos
dos nutrientes son los mas limitantes para el crecimiento y desarrollo de las plantas en
general y los liquenes en particular (Crittenden et al., 1994; Johansson et al.,, 2010).
Los cianoliquenes y los liquenes tripartitos (es decir, liquenes cuyo fotobionte primario
es un alga verde, pero que alojan cianobacterias en estructuras especiales llamadas
cefalodios) son capaces de fijar nitrogeno atmosférico gracias a la actividad
nitrogenasa de su cianobionte. Esto les proporciona una gran ventaja adaptativa a la
hora de colonizar ecosistemas pobres en N. Como se ha dicho, este elemento es
limitante para los liquenes (Crittenden et al., 1994), pero cuando se encuentra en
exceso puede ser un factor perjudicial para las especies sensibles a él. Asi, muchos
estudios han mostrado la sucesién de especies sensibles a N por especies tolerantes
en zonas donde ha aumentado la deposicién de N atmosférico (Sechting, 1995; Van
Herk, 1999; Larsen Vilsholm et al, 2009). Actualmente, la deposicion de este
nutriente, tanto en forma oxidada como reducida, esta incrementando de manera
global como resultado de las actividades humanas (Galloway et a/, 2008). La
acumulacion de arginina no sélo se ha interpretado como un mecanismo para la
acumulacion y reserva celular de N (Legaz et al, 1986), sino también como un
mecanismo para evitar los efectos toxicos de exceso de NHs+* mediante la
inmovilizacién de esta molécula. De este modo, Dahlman et a/ (2002) y Dahlman &
Palmqvist (2003) encontraron una cantidad de arginina 60 veces superior en respuesta
a la fertilizacién con N. También encontraron un incremento general en la inversién de
N en el fotobionte con respecto a tejidos fungicos como resultado de esa fertilizacion,
lo cual es necesario para producir suficientes compuestos carbonados para respaldar
el proceso de inmovilizacion de NH4* y el aumento de la respiracidon basal de un tejido
con un mayor nivel de N (Chapin et a/., 1987; Dahlman & Palmqvist, 2003). Muchos
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liguenes han evolucionado en ecosistemas pobres en N, y tienen, por tanto
mecanismos eficientes de captacion de este elemento, pero pueden no ser capaces de
regularlos cuando hay un exceso de N, mostrando una tendencia a ser conservativos y
a absorber grandes cantidades de recursos cuando estan disponibles (Johansson et al.,
2010).

Clorofila

Las plantas de sombra suelen tener contenidos de clorofila mas altos en funcién
de peso seco que las plantas de sol (Boardman, 1977; Bjorkman, 1981; Bjorkman &
Demmig-Adams, 1994). Ambos tipos tienen una cantidad similar de Chl por centro de
reaccion, pero hay mas centros de reacciéon del FS Il por cadena de transporte
electrénico en plantas de sombra, con el fin de optimizar la captacién de luz
(Bjorkman, 1981). En consecuencia se observa una menor proporcién Chla/Chlb. Esta
situacion no es tan clara en liquenes. En muchos estudios se ha observado que las
poblaciones de lugares sombreados tienen un contenido en Chl mas alto que aquéllos
de lugares mas iluminados (v.gr., Kappen, 1983; Legaz et al., 1986; Strobl & Tirk,
1990; Tretiach & Brown, 1995). Pintado ef a/. (2005) encontrarban un contenido de Chl
por peso seco similar entre poblaciones de sol y de sombra de Diploschistes diacapsis,
pero cuando el calculo se hacia en funcion de superficie, la cantidad de Chl era
superior en la poblaciéon de sombra.

Valladares et a/. (1996) describieron una correlacion entre el contenido en Chl y
el ambiente luminico para diferentes especies de Umbilicaridceas. Por ejemplo, Lasallia
hispanica, que vive en bloques de granito expuestos, tenia un contenido de Chl mas
bajo, tanto por peso seco como por superficie, que Lasallia pustulata, que suele vivir
en lugares mas sombreados. De esta forma, se ha observado a menudo una similitud
en tasas de FN cuando los cdlculos se refieren a unidad de Chl entre liquenes de sol y
de sombra (v.gr. Valladares et al., 1996) o entre ecotipos de la misma especie (Kershaw
et al., 1983, MacFarlane et a/., 1983), indicando que los liquenes de sombra tienen
normalmente tasas mas altas de FN por peso seco, pero también mayor cantidad de
Chl (ver mas abajo). Se esperaria una correlacién entre el contenido en Chl y la tasa
fotosintética suponiendo un nimero relativamente constante de moléculas de Chl por
centro de reaccién. Sin embargo, Pintado et al (2005) describieron distintas
estrategias en formas de sol y de sombra de Diploschistes diacapsis. periodos de
actividad cortos, pero con grandes tasas de FN en talos en exposicion sur, y periodos
de humedad mas largos, pero con tasas de FN mas bajas en los talos sombreados por
la exposicion al norte, que tenian mayor contenido en Chl por unidad de superficie.
Este parece ser el comportamiento habitual de liquenes que viven en habitats donde la
disponibilidad de agua es limitante, como los ambientes artico-alpinos o las zonas
mediterraneas (Pintado et al, 1997), donde la brevedad de los periodos con
disponibilidad hidrica condiciona profundamente la supervivencia de los organismos
fotosintéticos, siendo mas determinante que el régimen luminico. Del mismo modo,
Schipperges et al. (1995) observaron un mayor contenido en Chl en liquenes de zonas
mas meridionales y secas que en otros procedentes de dreas mdas hiimedas.
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En plantas superiores se ha comprobado que la absorcién de la radiacién
depende en gran medida de la concentracion de los pigmentos fotosintéticamente
activos, que suponen el factor limitante para los procesos fotoquimicos bajo luz
intensa (Agusti, 1994). A cualquier nivel luminico por debajo de la saturacién el factor
limitante es la intensidad de luz. Como la mayoria de los liquenes estdn activos a PPFD
subdptimas en condiciones naturales, la Chl no sera nunca el factor limitante. Ademas,
el contenido de Chl por unidad de area parece ser suficiente para absorber entre el 80
y el 99% de la luz incidente en doce especies de Umbilicariay Lasallia (Valladares et al.,
1996). Sin embargo, varios estudios han mostrado una importante correlacién positiva
entre el contenido en Chl y las tasas de FN o el crecimiento (v.gr., Nash, 1980; Tretiach
& Carpanelli, 1992; Palmqvist et al., 2002; Dahlman & Palmqvist, 2003; pero véase
Pintado et a/. 1997). Como sefalaron Valladares et a/. (1996), esto puede explicarse
por el hecho de que incluso cuando el contenido de Chl no parece ser un factor
limitante para la fotosintesis maxima, la presencia de un cértex grueso puede
desempefnar un papel muy importante en la limitacién de la penetracién de la luz
(aunque es posible que también exista una dispersion de la luz dentro del talo debido
a la presencia de cristales en la médula), dificultando la evaluacién de la cantidad de
luz realmente absorbida por los complejos antena. También encontraron una relaciéon
inversa entre la cantidad de algas y la concentracion intracelular de Chl, que explicaron
como un mecanismo para evitar el auto-sombreado al distribuir mas eficazmente los
pigmentos fotosintéticos sobre una superficie determinada. Efectivamente, un
contenido demasiado alto de Chl podria implicar auto-sombreado entre las células del
alga, incluso en liquenes folidceos, donde, al contrario que en los fruticulosos, las
células del fotobionte estan casi siempre expuestas directamente a la maxima
radiacion incidente (Pintado er a/, 1997). Un talo con una alta relacién superficie-
volumen (bajo peso especifico del talo) probablemente tendra una absorcion de luz
mas eficiente. Con el mismo contenido en Chl, alcanzara mayores tasas de FN por
unidad de Chl. Pero su capacidad de retencion de agua seria quiza mas baja (Sancho,
resultados inéditos).

La Chla se ha utilizado con mucha frecuencia como marcador de la biomasa del
fotobionte en la simbiosis liquénica (v.gr., Tretiach & Carpanelli, 1992; Raven, 1992;
Enriquez et al., 1996; Palmqvist et al, 2002; Dahlman & Palmqvist, 2003; pero ver
también Strobl & Turk, 1990; Valladares et a/., 1996). La Chla se correlaciona no sélo
con la FN, sino también con la RO entre diferentes especies (Tretiach & Carpanelli,
1992; Green et al., 1997; Palmqvist et al, 1998; Palmqvist & Sundberg, 1999,
Palmqvist et al. 2002). Este hecho llevé a Palmqvist (2000) a sugerir que la demanda de
hidratos de carbono por parte del micobionte puede regular la poblacién y/o actividad
del fotobionte para un conjunto de especies de liquenes. Palmqvist et al. (2002)
mostraron en un amplio estudio con 75 especies de liquenes que la capacidad
fotosintética parece incrementar mas que la respiracion con el aumento de Chla, en lo
que seria una respuesta adecuada para aumentar la ganancia de carbono en
situaciones de mayor respiracion basal correspondiente a talos que probablemente
tienen un mayor contenido en N, teniendo en cuenta la relacién positiva existente
entre N y Chla.
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No obstante, la relacion entre crecimiento y contenido en Chl y entre Chl y FN o
RO podria ser también un resultado de la covariacién de estos factores, es decir, el
crecimiento o la tasa de FN no son una consecuencia de la cantidad de Chl, sino que
simplemente responden del mismo modo a un factor determinado, probablemente el
régimen luminico en el ambiente. Una radiacién mads intensa o mas duradera
potenciaria el metabolismo, promoviendo de este modo la sintesis tanto de Chl como
de todas las proteinas pertenecientes al aparato fotosintético.

Estructura del talo

Varios estudios han sefialado la importancia de la anatomia y morfologia del talo
en sus relaciones hidricas, y en consecuencia en su capacidad fotosintética (Valladares
et al.,, 1993, 1997, Pintado et a/., 2005, Dahlman & Palmqvist, 2003). Sojo et al. (1997)
encontraron morfotipos diferentes del liquen endémico antartico Catillaria corymbosa,
que, cuando crecen en zonas protegidas muestran una morfologia mucho mas
compacta, lo que conlleva una menor relacién superficie-volumen y, por tanto, una
reduccion de la pérdida de agua por evaporacion. Esto permite a los talos ampliar su
periodo de actividad metabdlica, lo cual puede ser muy conveniente para colonizar y
prosperar en cavidades donde el agua liquida es escasa. Se ha relacionado un mayor
IPE (indice de peso especifico, calculado como peso seco por unidad de superficie) con
una capacidad de retencién de agua mas alta (Snelgar & Green, 1981; Pintado et al.,
2005; Dahlman & Palmqvist, 2003) y se ha sugerido que es la consecuencia de la alta
irradiacion (Hilmo, 2002) o una respuesta adaptativa a la erosion del viento (Kappen,
1973).

Metabolismo del carbono

Los hidratos de carbono producidos por la fotosintesis en los ficobiontes verdes
son polioles. En Trebouxia se produce principalmente ribitol, que es exportado al
micobionte, quien, via pentosas-fosfato lo transforma rapida e irreversiblemente en
arabitol y a partir de ahi, en arabinosa, ribosa, fructosa y finalmente en manitol, la
molécula de almacén y reserva, haciéndolo inaccesible para el fotobionte (Gorin et al/.,
1988; Fahselt, 1994; Palmqvist et al., 2008). El arabitol se utiliza mas rapidamente que
el manitol en condiciones adversas. De este modo, puede funcionar como una reserva
de hidratos de carbono a corto plazo y de alta disponibilidad (Palmqvist et a/., 2008).
La alternancia entre desecacién y rehidratacion de los talos era necesaria para el
metabolismo y translocacion de los polioles en Hypogymnia physodes, segun Farrar
(1976). Y a su vez, como se ha dicho antes, los polioles parecen ejercer un importante
papel en la proteccion celular a bajos niveles hidricos, promoviendo la absorcién
pasiva de agua y el mantenimiento del potencial osmético y la turgencia celular,
disminuyendo de este modo el dafo celular (Smith et al, 1969; Farrar, 1988;
Ahmadjian, 1993). A bajas actividades de agua protegen la estructura de otras
moléculas, como proteinas y acidos nucleicos al reemplazar realmente las moléculas
de agua en ellas, impidiendo asi su ruptura (Green et al/, 2011a). Farrar también
sugirio el uso de las reservas de polioles como tampén frente al excesivo consumo de
proteinas y otros componentes bdasicos de la célula; de este modo, los polioles se
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gueman antes en la llamada respiracién de resaturacidon, que sucede cuando los
liquenes se rehidratan, tras un periodo seco (Farrar, 1976, 1978). Asi, las cantidades
de proteinas y polisacdridos tienden a permanecer constantes, mientras que el nivel de
polioles aumenta y disminuye, segun las condiciones a las que esta sometido el liquen.
Sin embargo, no esta claro si este proceso es ecoldégicamente relevante o no (Lange,
2003a). Los polioles son también excelentes antioxidantes y los (nicos que funcionan
en liqguenes a bajos contenidos hidricos (Green et a/., 2011a).

¢Por qué estudiar liquenes?

Como se ha mencionado al principio, los liquenes constituyen la principal
cobertura vegetal en regiones polares y alpinas, donde las plantas superiores son muy
escasas o incluso ausentes (Kappen, 1988; Ahmadjian, 1993), siendo por tanto, parte
fundamental de esos ecosistemas. A pesar de su importancia, aun estamos lejos de
comprender enteramente el funcionamiento fisioldgico y ecofisiolégico de los liquenes
y su potencial adaptativo, conocimientos fundamentales para poder predecir su
comportamiento en hipotéticos escenarios forzados por el cambio global, y, por tanto,
para poder pronosticar el futuro de los ecosistemas dominados por ellos. Los
gradientes naturales son una herramienta muy util para el estudio de las respuestas a
largo plazo de organismos y ecosistemas a los cambios en factores abidticos
(Diamond, 1986), ya que algunos de estos factores varian, mientras que otros
permanecen mas o menos constantes (Fukami & Wardle, 2005). Son especialmente
interesantes en el caso de los liquenes, como organismos sésiles, de crecimiento lento
y dificilmente cultivables fuera de su ambiente. En el presente trabajo se ha estudiado
la respuesta de tres especies de liquenes a tres gradientes ambientales diferentes:

1. Gradiente latitudinal (Umbilicaria decussata, capitulo 2). El estudio del
comportamiento de las mismas especies y de ecosistemas similares en
distintos puntos del globo es muy util para la evaluaciéon de la posible
universalidad de los procesos y respuestas ante las alteraciones del medio
natural de origen antropogénico o no (v.gr., Bird et al, 1996; Gholz et al.,
2000; Wardle et al, 2004). Ha sido una aproximacion muy utilizada en
liquenes, ya que muchas especies presentan amplias distribuciones que
facilitan y hacen muy interesantes estos estudios (v.gr., Schipperges et al.,
1995; Sancho et al., 2000; Pintado et a/., 2005; Green et al., 2011b).

2. Gradiente altitudinal (Lasallia hispanica y Lasallia pustulata, capitulo 3). Los
gradientes altitudinales permiten la investigacion del impacto a largo plazo
de los cambios de temperatura en espacios geograficos reducidos y tiempos
cortos (Korner, 2007; Fukami & Wardle, 2005). Se han llevado a cabo muchos
estudios aprovechando gradientes altitudinales, tanto en especies de plantas
vasculares y comunidades (v.gr. Whittaker, 1975; Koérner, 1999; Cordell et a/.,
1998; Li et al., 2004), como en liquenes (v.gr., Larcher & Vareschi, 1988;
Pirintsos et al., 1993, 1995; Loppi et al., 1997; Pintado et al., 2001).
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Gradiente estacional (Lasallia hispanicay Lasallia pustulata, capitulos 4 y 5).
Los cambios en los factores abidticos inducidos por el paso de las estaciones
son importantes, pues suceden de manera repetitiva y regular en un espacio
de tiempo corto y deben ser especialmente tenidos en cuenta en regiones
templadas, donde son mas acusados. En la regién mediterrdnea en concreto
son mas bruscos (Joffre et al, 2007), por lo que proporcionan una buena
oportunidad para el estudio de cambios fisiolégicos en poco tiempo. También
hay diversos estudios centrados en los cambios estacionales en el
metabolismo de liquenes (v.gr., Stalfelt, 1939; Lechowicz & Adams, 1974;
Larson, 1980; MacKenzie et al., 2001; Pirintsos et al.,, 2011).
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Lichens are the intriguing result of a symbiotic process between a fungus (the
mycobiont) and a photosynthetic partner (the photobiont) that can be a green alga
and/or a cyanobacterium. The heterotrophic fungal partner provides the photobiont
with an structure for photosynthesis in an aerial rather than an aquatic environment,
and the autotrophic algal partner gets energy for both symbionts through
photosynthesis. Therefore, lichens may be more competitive than their isolated
partners and able to colonise new habitats, being the predominant vegetative cover in
the 8% of the terrestrial habitats (Larson, 1987), in particular extreme habitats such as
polar and alpine regions (Kappen, 1988; Ahmadijan, 1993). Their success with respect
to vascular plants in these barren environments is a function of the poikilohydric
lifestyle of lichens, which allows them to endure adverse conditions while they are
inactive due to desiccation and thus allows them to exploit environments with minimal
water storage such as rock surfaces. The disadvantage is that their growth is slower
compared to most vascular plants, for they have a shorter activity period. When active,
lichens convert incident light energy into new biomass as efficiently as vascular plants
(Palmgvist & Sundberg, 2000). The process by which both lichens and vascular plants
obtain energy for their vital functions is the photosynthesis.

Photosynthesis

Photosynthesis is the process by which autotrophic organisms fix atmospheric
CO:; into carbohydrates using light energy for this reduction, thus obtaining chemical
energy for their survival, growth and reproduction. As in lichens, several heterotrophs
have taken advantage of this ability by forming symbioses with plants, algae or
autotrophic bacteria. Fungi have lichenised independently several times through
evolution with photosynthetic green algae and/or cyanobacteria, forming structured,
homogeneous looking thalli, which are often regarded as single autotrophic organisms
(Gargas et al, 1995). Lichens, therefore, have an energy raising process,
photosynthesis, which relies exclusively on the photobiont, and an energy consuming
process, respiration, which takes place in both bionts, although it is suggested that
total thallus respiration mainly reflects the metabolic activity of the mycobiont, much
more abundant in heteromerous lichens than the photobiont, which may constitute as
little as the 10% of the total thallus biomass (Sundberg et a/., 1999).

The photosynthetic process

Photosynthesis takes place inside the chloroplast of plant cells and eukaryotic
algae (Fig. 1.1) and in the thylakoids of cyanobacteria, the latter being the most
probable origin of chloroplasts through an endosymbiotic process (Margulis, 1970;
Cavalier-Smith, 1987).
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Photosynthesis can be broadly divided into two processes, the first being the so-
called ‘light reactions’, by which the light energy of photons is captured and delivered
in a form that is metabolically useful (usually reduced molecules or energy carriers,
ATP). Second are the so-called ‘dark reactions’. These utilise the energy carriers from
the light reactions to fix carbon dioxide to produce carbohydrates. Dark reactions are
so called because they do not require light, however, they typically only run in the light
and CO; fixation stops when there is no light. Limitations to the photosynthetic
process can occur at almost all stages of the light and dark reactions. Such limitations,
however, are interesting as they may be related to the ecology of the lichens. There is
also the possibility that the lichens themselves can also apply limitations such as
control of overall growth and carbon balance which, therefore, may not be tightly
linked to the environment.

chloroplast stroma 3 ‘ *

ferredoxin-NADP reductase

©

C2000
l[l

Caoeees
|
PQH, )\
lln ALY

O 00

N
00000

oxygen-evolving complex

thylakoid lumen

Fig. 1.2: Chloroplast light reactions (Source: Wikimedia Commons.)

A summary of the light reactions is given in Fig. 1.2. The receptors for light
radiation are the chlorophyll molecules (Chl) a and b. Both have major absorption
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peaks in the red and blue, but differing slightly in their maximal absorption
wavelengths. Other accessory pigments, such as carotenes and xanthophylls can be
present. These absorb mainly in the blue and UV. Cyanobacteria lack Chlb, but contain
additionally phycocyanin and phycoerithrin inside structures called phycobilisomes.
These pigments are all associated with light harvesting protein complexes, constituting
the so-called photosystems. Within them, the chlorophylls form antennae, that absorb
light, and which are attached to reaction centres, formed by Chl a molecules with
absorption maxima further towards the red than the chlorophylls in the antennae, thus
ensuring that all absorbed photons eventually end up in the reaction centres. Two
different photosystems are present. Photosystem | (PS I) was the first to appear in
evolution and its predominant antenna pigment is Chla. The reaction centre (P700) is a
Chla-protein complex with an absorption peak at 700 nm. Photosystem Il (PS II)
contains a Chla-protein complex with maximal absorption at 680 nm (P680), and has a
higher proportion of Chlb and xanthophylls in its antenna. These latter pigments have
an important role in removing excess energy.

PS Il has high oxidising potential and can split water, so that it is an electron
donor to the reaction centre. PS | is a weak oxidiser and receives electrons from PS II,
but a strong reducer so that it can reduce the acceptor molecule NADP. Reduced
NADPH, together with ATP from the electron transport pathway linking both
photosystems, can then be used to fix COs,.

The process begins when a photon of light is absorbed by the pigments
producing excited electrons within the chlorophyll molecules of the antenna of PS II
which are then gathered at the reaction centre and passed to the primary electron
acceptor, phaeophytin, and subsequently, to the electron transport chain. The
electrons required for the reduction of Chl are in most organisms provided by
photolysis of water. In the course of photolysis protons and oxygen are also released.
These protons accumulate inside the thylakoid of chloroplasts, generating a proton
gradient which provides the energy for the formation of ATP by ATP synthase in the
thylakoid membranes. The excited electrons are transferred to PS I, which utilises
photons absorbed in its own antenna to further excite the electron. The excited
electrons are finally transferred to the enzyme ferredoxin-NADP+ reductase, which
uses them to convert the final acceptor NADP+ to NADPH,. A steady flow of electrons
from water passing through both photosystems to the acceptor is crucial to reach the
optimal rate of photosynthesis. This process is also called non-cyclic
photophosphorylation. Cyclic photophosphorylation can occur in PS I, which produces
excited electrons that are recycled back to PS I, but which generate a proton gradient
within the thylakoids that is used to produce more ATP. Cyclic photophosphorylation
occurs without photolysis of water and with no production of O, or NADPH, and
compensates for the ATP deficit produced in the non-cyclic process.

These ATP and NADPH; molecules are used for the reduction of CO; to

carbohydrates, of higher energy value, via the reductive Pentose-Phosphate pathway or
Calvin-Benson cycle, which begins with the carboxylation of ribulose 1,5-bisphosphate
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(RuBP) by the enzyme RuBP-carboxylase-oxygenase (Rubisco). This protein may
represent as much as the 50% of the total chloroplast soluble protein content, being
therefore the major nitrogen sink of the biosphere (Chapin et al., 1987). The efficiency
of carboxylation is limited by the quantity and activity of Rubisco as well as by the
availability of CO,, the higher its concentration in the surrounding environment, the
more efficient is the carboxylative activity of Rubisco. For this reason, many
photobionts have developed a CO; concentrating mechanism (CCM).

Chlorophyll a fluorescence

Only a small part of the absorbed radiation goes to the photochemical process,
the rest is dissipated as heat and as fluorescence. Chlorophyll a fluorescence,
photochemistry pathway (photochemical quenching) and heat dissipation (non-

photochemical quenching, NPQ) are competitive processes (Fig. 1.3).
Light
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Dissipation
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(NPQ) Fig. 1.3: Competition
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dissipation and
/-\ photosynthesis (J.M.
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charge separation (qP)

NPQ (non-photochemical quenching) is a photoprotective mechanism to dissipate
excessive energy by means of heat loss. The xanthophyll cycle has an important role in
this process. Under stressing conditions this cycle is activated and violaxanthin is
epoxidated to anteraxanthin and further to zeaxanthin. This molecule is responsible
for the dissipation as heat (Demmig-Adams & Adams, 1996). Protective actions of
xanthophylls also include scavenging of reactive oxygen species (Havaux & Niyogi,
1999; Gasulla, 2009). It has been shown an increase of the total xanthophyll cycle pool
content (VAZ: violaxanthin, antheraxanthin and zeaxanthin) under stressing conditions
of high light, low temperatures and/or nutrient stress (Demmig-Adams & Adams,
1996; Calatayud et al., 1997; Vrablikova et al., 2006).

The co-occurrence of these three processes in the molecules of Chl has allowed
the development of non-intrusive methods to measure rapidly /n vivo PS Il activity as a
proxy for photosynthesis. Being competitive processes, any increase in the efficiency
of one of them will result in a decrease of the other two. Nowadays, Chla fluorescence
is widely used as an indicator for photosynthetic electron transport in higher plants.
Although the total amount of Chl fluorescence is only 1 or 2% of the total light
absorbed, by measuring the changes in the Chl fluorescence it is possible to obtain
information about photochemical and non-photochemical quenching. It is necessary to
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distinguish between these latter two processes in order to get complete information
about the state of PS Il and this can be achieved by using the saturation pulse
methodology (Fig. 1.4).
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When a photosynthetic sample is held in darkness, all the reaction centres fo the
photosystems are opened, i.e., maximally oxidised. Exposure to a weak non actinic
light (0.1 pymol photons m-2 s-1, too low for photosynthesis) produces a minimal, basal
value of fluorescence (Fo). A high intensity, short duration flash of light is then given
(several thousands of umol m-2 s-1, for 1 s or less), which closes immediately all PS Il
reaction centres and fully reduces plastoquinone Qa the first acceptor (after
phaeophytin). The photosynthetic pathway, which is a slower process, is unable to
dissipate energy, and moreover, thermal dissipation is not active in dark adapted
samples. Hence, maximal fluorescence level, Fm, is observed. The difference between
Fm and Fo is defined as the variable fluorescence, Fv (Fv = Fm - Fo). The ratio Fv/Fm is
an estimate of the maximum quantum vyield of PS Il photochemistry, i.e., the maximal
potential Qa reduction. The fluorescence measured by the fluorometers comes only
from PS II.

In healthy leaves Fv/Fm normally lies close to a theoretical maximum of 0.83. A
lower value is taken as an indicator of damage to PS I, leading to less efficient energy
transfer. As this damage is usually due to high light, it is called photoinhibition and is
usually reversible, for instance, over night. For mosses and lichens, much lower values
are observed, which probably do not indicate photoinhibition, but are a result of their
enhanced photoprotection, and a value of 0.63-0.76 is considered good (Jensen, 2002)

If an actinic light, at a level able to drive both photosynthesis and heat
dissipation, is then applied, a basal fluorescence in the light, Ft, is obtained, which is
higher than Fo. Application of a saturation pulse will cause a transient rise in
fluorescence to a maximum value Fm’. The difference between Ft and Fm’ is the
variable fluorescence in the light, AF (AF = Fm’- Ft) and is the photochemical
quenching. Fm’ in the light is lower than Fm in the darkened measurement and the
difference is electrons taken by protection systems which remove them eventually to
heat, this is the non-photochemical quenching (Fig. 1.5). A new yield can be calculated
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with light-obtained values: (Fm’-Ft)/Fm’, which is called effective quantum vyield of PS
Il (®PSIl). The effective quantum yield of PS Il is a measure of the proportion of
absorbed electrons that are transported through PS Il and finally are trapped into
NADPH which is used for CO; fixation. It is possible to obtain a measure of the number
of electrons passing through PS Il, the relative electron transport rate (ETR) by
multiplying incident light by the yield:

ETR = [(FM’-Ft)/Fm’] * PPFD (umol e- m-2 s-1),

where PPFD is the photosynthetically active photon flux density, in pumol photons m-2s-
1. The obtained value is called the re/ative electron transport rate, as the actual rate
can only be calculated if the PPFD at the chloroplast antenna is known.

Theoretically, there should be a strong relationship between ETR and CO; fixation
rate as the electrons measured by the fluorometer are those that will be used to fix
CO:s. In reality, the relationship can often be complex especially if there are processes
after PS Il that consume electrons so that they do not contribute to photosynthesis. In
higher plants photorespiration is such a process and this means that photosynthesis of
C3 plants is not well predicted by ETR. In mosses and lichens there are indications that
alternative electron sinks, possibly oxygen, can oxidise NADPH, and this leads to a lack
of relationship between ETR and photosynthesis (Green et al, 1997; Proctor &
Smirnoff, 2011).
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Nowadays, most measuring devices are based in the ‘pulse amplitude
modulated’ (PAM) system. In these fluorometers, the light source used to measure
fluorescence is modulated, i.e., switched on and off at a high frequency, and the
fluorescence detector is tuned to detect only fluorescence provoked by the measuring
light. This system has the great advantage that it allows measurements under ambient
light, and not only on darkened samples.

Factors influencing carbon gain in lichens
Because they are poikilohydric organisms, the water status of lichens s
completely dependent on their environment, in contrast with homoiohydric vascular
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plants, which maintain their water status within fairly tight limits. Terrestrial
poikilohydric organisms must often be able to tolerate desiccation, as most of them
will dry out on at least some occasions. Therefore, the poikilohydric lifestyle affects the
ecophysiology of photosynthetic performance. The environmental constraints for
lichen photosynthesis are the same than for other plants: CO; concentration, light and
temperature, but with the addition of a photosynthetic response to thallus water
content. There are also additional constraints that can limit photosynthetic rate and
these include chlorophyll content, mineral contents, especially nitrogen and
phosphate, and also thallus structure because of interactions between water and
diffusion of CO5,.

Maximal net photosynthetic rates of lichens and of the also poikilohydric
bryophytes are been found lower than those of other terrestrial plants whether
calculated on a dry weight or surface area basis. The relatively lower chlorophyll
content of lichens has been considered responsible for these lower photosynthetic
rates (Green & Lange, 1994). Therefore, the choice of reference units for expressing
photosynthetic yield can influence comparisons among different organisms as well as
affect interpretation of results within lichen genera or species. Indeed, large
differences in net photosynthesis (NP) on a dry weight basis for different sizes of
Umbilicaria thalli disappeared when calculations were made on a surface area basis
(Larson, 1979, 1984). Also, when comparing rates on a chlorophyll content basis,
lichens and bryophytes perform even better than higher plants if gross photosynthesis
(GP= NP + dark respiration, DR) is taken into account, as they have a lower or even
similar NP, but a higher DR rate.

Environmental CO; concentration

Normal ambient levels (currently, ca. 380 ppm) have been demonstrated to be
limiting for photosynthesis in higher plants (Stitt, 1991) as well as in bryophytes
(Coxson & Mackey, 1990) and lichens (Cowan et a/., 1992). The underlying cause is the
high Ku to CO, of Rubisco which is not saturated by CO; until about 5 times preent
ambient concentrations, and also because it has an oxygenase function that lowers the
overall efficiency of the fixation process. In all photosynthetic organisms with a C3
metabolism, an increase of CO; in the environment would cause the more efficient
working of Rubisco, enhancing its carboxylase activity over the oxygenase one. In
lichens some green algal photobionts (e.g. 7rebouxia) and all cyanobacterial
photobionts have CO; pumps, the CCM (carbon concentrating mechanism), which can
increase the CO; concentration around the Rubisco. The CCM can also lower the
internal CO; concentration to levels close to zero and this helps to overcome the high
diffusion resistances that can occur in lichens, especially at high thallus water contents
(Cowan et al., 1992).

Water

Because lichens are not able to regulate their water status, this is one of the most
important determinants for their photosynthesis. Thallus water content can vary from
equilibrium with air (about 10% of the DW) to fully saturated (which can be as much as
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400% in chlorolichens and 1000% of the DW in cyanolichens) and this is highly
influenced by thallus morphology and structure. Many studies have stressed its
importance and have described the behaviour of photosynthesis at different thallus
water contents (e.g.: Coxson et al., 1983; Lange et al., 1995, 1996, 2001).

Lichens are normally subjected to drying-wetting cycles. The frequency of these
events can be limiting for many species in particular habitats, as it severely affects
their carbon budget. Too short and infrequent periods of metabolic activity might lead
to high rates of respiration, especially if they occur in darkness, making impossible to
get a positive carbon balance (Lange, 2003a, 2003b; Reiter et a/., 2008). Dynamics of
water uptake and loss are very variable and depend on the surrounding environment,
the individual thallus maximum water holding capacity (MWC) and water status. These
two latter rely strongly on the thallus morphology, anatomy and colour (Rundel, 1982;
Lange et al., 1993, 1999).

One reason why lichens are so effective at low water contents (50 - 100% of their
DW) is the ability of green algal lichens to regain photosynthetic activity in the
presence of water vapour (e.g., Lange & Kilian, 1985; Scheidegger et al., 1995; Pintado
& Sancho, 2002). This can be of major importance for establishment and survival of
several species in ecological situations where metabolic activity is water limited. There
are some habitats where lichens grow where liquid water is scarce or even absent, but
humidity is periodically or frequently high, such as some arid deserts (Lange et al.,
1970; Lange & Tenhunen, 1982; Lange & Redén, 1983). Lichens with cyanobacterial
photobionts are much less efficient or completely unable to reactivate photosynthesis
through hydration by water vapour, they need to be hydrated with liquid water (Lange
et al., 1986; Schlensog et al., 2000).

At high thallus water contents, above the water content where the optimal NP is
reached, the net photosynthetic rate can remain at its maximum level or show various
degrees of depression (Fig. 1.6). Studies with helox (helium/oxygen) mixtures showed
that the depression was caused by increased CO; diffusion resistances (Cowan et al/.,
1992). The degree of depression is species specific, but can be very different even
within the same species in samples from different localities (Lange et a/., 1993, 1997).
The depression means that the photosynthetic gain can be substantially lowered at
high water availability (Lange, 2003a). This problem is not shared with bryophytes,
which are able to separate water storage from CO; diffusion pathways (Green et al/.,
2011a).

Pintado et al. (1997) described two different strategies regarding water dynamics
in north and south-facing populations of Ramalina capitata. South-facing populations
had a higher water holding capacity and longer retention time, as well as a higher Chl
content, which they explained as a consequence of the higher evaporation rate and,
hence, shorter periods of activity on the south face of the rocks, compared to the north
face, indicating that in that case, the main factor inducing ecophysiological differences
between the two populations was light utilization efficiency during the periods of
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suitable moist conditions, south-facing populations had to take advantage of their
shorter periods of activity by having more chlorophyll molecules and by enhancing
their ability to retain water under higher irradiations that cause a faster evaporation. In
a later study, Pintado et a/. (2005) showed a similar water holding capacity for sun and
shade ecotypes of Diploschistes diacapsis when calculated per dry weight, but sun
exposed thalli displayed a lower value on a surface area basis, thus having shorter
moist periods combined with higher NP rates. Valladares et al (1993, 1997)
demonstrated that water retention capacity increased with increasing thallus density in
species of Umbilicariaceae.
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Light

The photosynthetic response of lichens to increasing light is depicted in Fig. 1.7,
where a typical saturation curve can be observed. There is an initial light-limited part,
whose slope is defined as the quantum vyield of photosynthesis (®). Then, a
carboxylation-limited part is reached, when the increase of PPFD does not produce a
significant increase in NP (Palmqvist, 2000). DR is obtained at zero PPFD. Light
compensation point (Pc) is defined as the PPFD level where NP is 0, i.e.: DR equals GP.
Light saturation point (Ps) is usually defined as the PPFD at which 90% of maximal NP
rate is reached (Green et al., 1997).

As it was the case for water, tolerance to light, preferred light levels, and
behaviour with changing light regimes are highly dependent on the habitat of lichens.
So called ‘sun plants’ and ‘shade plants’ have long been distinguished in higher plants
(e.g.: Bjorkman, 1981). Sun plants live obligately in sunny locations and are usually
capable of higher rates of NP at higher PPFD than shade plants, which live in shaded
places. Sun plants also show higher values of Pc and Ps, and higher DR rates. Within a
single plant, some leaves can adapt to lower irradiances, displaying properties tending
to those of shade plant leaves. In contrast, shade plants become easily photodamaged
from the excess light. Lichens might be expected to have similar behaviour regarding
their light environment, but the situation is complicated by their poikilohydry, which
can act as a possible shield against high irradiation, as they tend to become desiccated
and thus inactive under those conditions. It has been shown that when they are active
they are often at much lower light levels than suggested by the overall light
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environment (Schroeter et al,, 2011). High irradiances when lichens are active have
been proved to inhibit photochemical processes of PSIl, due to an excess of energy
provoked by an excess of irradiation absorbed by antenna complexes (Gauslaa &
Solhaug, 1996; Bartak et a/., 2008). This process was previously observed in vascular
plants as well (Powles, 1984). Water content is then highly influent in the way lichens
deal with PPFD. Lichen photobionts are usually far more protected from light than leaf
cells, having a fungal cortex which usually contains substances or structures that
scatter a large portion of incident radiation. Some of them are green when wet,
indicating the cortex is then almost transparent. Some studies have assessed the
actual light level reaching the photosynthetic cells (Biidel & Lange, 1994, Dietz et al.,
2000). In some species the lichen photosynthetic apparatus probably experiences deep
shade conditions, even when exposed to the brightest sunlight (Green & Lange, 1994).
However, it is clear that lichens are able to adapt to different light environments. Light
saturation points have been found to range between 1% to more than 50% of full
sunlight (Green & Lange, 1991; Lange et a/., 1991) and Green et al. (1991) found a
light compensation value of only Tumol m-2 s-1 for Pseudocyphellaria dissimilis, while
it can be as high as 200 for lichens living in open deciduous forests (Kershaw, 1985).
Many species also show a high ability to acclimate to changing PPFD due to seasonality
of tree canopy cover. Higher Pc and Ps were found for the higher winter irradiances
(Kershaw, 1985).

Maximal net photosynthesis
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Fig. 1.7: Response of lichen photosynthetic performance to light.

Some studies have suggested that lichens may predominantly photosynthesise
under environmental conditions outside those supposed to be optimal by NP response
curves to PPFD (Schroeter et al., 1995; Green et al., 1995). In a recent review, Green et
al. (2011a) show that lichens, in contrast to bryophytes, typically operate also at
suboptimal water contents for net photosynthesis, either too low or too high (diffusion
limitations).
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Temperature

NP shows a typical response to temperature (Fig. 1.8). NP rate increases with
temperature until a maximum is reached and then decreases again due to DR, which
increases almost exponentially with temperature until denaturation of membranes and
enzymes by heat. GP rises to a maximal rate and then remains constant until thermal
damage occurs. Like light and water content, lichen response to temperature appears
to be highly dependent on the habitat where the species live. Optimal temperatures
have been measured from very low values, around 5°C, in arctic and antarctic samples
(e.g., Green et al., 2011b) to values as high as 28°C (Diploschistes diacapsis, Utah
desert, Lange et al., 1997). Similarly to the situation for water content and light
availability, lichens rarely, if ever, seem to be photosynthetically active at their
measured optimal temperature (Schroeter et a/., 2010). However, they are usually able
to perform at good rates in a wide temperature range and this is especially
advantageous at low temperatures, because DR is much lower with respect to NP. NP
still takes place when, at low temperatures, DR value is already undetectable. NP rates
have been measured in Antarctic samples of Umbilicaria decussata at -11°C, while DR
became 0 at -5 to -8°C (Lange, 1965). Lichens have also been shown to have almost
complete acclimation of DR to temperature through the year (Lange & Green, 2005).

Respiration

Respiration is a metabolic process necessary to provide energy for growth,
transport and assimilation processes and to transform fixed carbon into substances
that can be used for growth and maintenance (Palmqvist, 2000). Ergosterol (Erg), being
the principal sterol of fungal plasma membranes (Ekblad et a/., 1998) has been used as
an indirect marker of fungal living biomass in several studies with lichens (Palmqvist et
al., 2002; Dahlman & Palmqvist, 2003; Sundberg et a/, 1999; Gaio-Oliveira et al.,
2004) and mycorrhizal associations with plants (Ekblad & Nadsholm, 1996). Indeed,
Sundberg et al. (1999) found a tight relationship between it and DR, thus supporting
the view that most of the DR might be caused by the fungal partner. However, in a later
study on 75 lichen species from different habitats, Palmqvist et a/. (2002) did not
include Erg in the model for DR prediction for any habitat, for they did not find it to be
a significant influence.

= Respiration : .
@ 2.5 7| == Net Photosynthesis Fig. 1.8: Response of
< = Gross Photosynthesis / NP, GP and DR to
g temperature.
o 2,0 A
=
a
=
=
E 1,5 A
=
ey
b
= 1,0 A
=
-]
wv
n
")
S 0.5
c
>
wvi
]
<]
£ 00 T T T T .

] 10 20 30 40

Temperature (°C)

35



Inorganic nutrients

The essential elements required by plants are hydrogen, carbon, oxygen,
nitrogen, potassium, calcium, magnesium, phosphorus, sulphur, chlorine, boron, iron,
manganese, zinc, copper and molybdenum (Epstein, 1972). Acquisition of these
elements in lichens is thought to be by a direct wet or dry deposition on the thallus
(Nash, 1996). But there are some studies which suggest that there could be a
translocation of P and N from older dying parts of the thallus towards growing parts
(Crittenden, 1991; Hyvarinen & Crittenden, 1998; 2000). These two nutrients are
believed to be the most limiting to growth and development (Crittenden et al., 1994;
Johansson et al,, 2010). Cyanolichens and tripartite lichens (i.e., chlorolichens with
cyanobacteria in special structures called cephalodia) are able to fix atmospheric
nitrogen thanks to the nitrogenase activity of their cyanobiont. This provides them with
a great advantage to colonise N-poor ecosystems. Although N is a limiting nutrient for
lichens (Crittenden et al., 1994), when supplied in excess, it can be a stressor for N-
sensitive lichen species. Indeed, many studies have shown a replacement of N-
sensitive by N-tolerant species in areas with increased atmospheric N deposition
(Sechting, 1995; Van Herk, 1999; Larsen Vilsholm et al, 2009). Nowadays, N
deposition, both in oxidised and reduced forms is increasing globally as a result of
human activities (Galloway et al, 2008). Arginine accumulation has not only been
regarded as a nitrogen reserve (Legaz et al., 1986a), but also as a mechanism to avoid
NHs*t-excess toxic effects, by the immobilisation of this molecule. Indeed, Dahlman et
al. (2002) and Dahlman & Palmgvist, (2003) described a 60-fold increase of arginine in
response to N fertilization. They also found a general increase in N investment in
photobiont in relation to mycobiont tissues as a result of the fertilization, which is
necessary to produce enough carbon compounds to support the NH4* immobilisation
process and the increase in maintenance respiration of a tissue with a higher N status
(Chapin et al, 1987; Dahlman & Palmqvist, 2003). Many lichens have evolved in N-
poor ecosystems, and thus have highly efficient N-uptake mechanisms, but they may
not be able to down-regulate them, hence, they tend to be nutrient-conservative,
taking high amounts of resources when they are available (Johansson et a/., 2010).

Chlorophyll

Shade plants have usually higher Chl content on a dry weight basis than sun
plants (Boardman, 1977; Bjorkman, 1981; Bjorkman & Demmig-Adams, 1994). Both
have a similar quantity of Chl per reaction centre, but there are more PS Il reaction
centres per electron transport pathway in shade plants, in order to broaden the capture
of light (Bjorkman, 1981). Consequently, a lower Chla to b ratio is observed. The
situation is not so clear for lichens. In many studies performed with lichens, it was also
observed that populations from shaded sites had a higher Chl content than those from
sunnier places (e.g., Kappen, 1983; Legaz et al.,, 1986b; Strobl & Tirk, 1990; Tretiach
& Brown, 1995). Pintado et a/. (2005) observed a similar Chl content between sun and
shade populations of Diploschistes diacapsis when calculated per dry weight, but it
was higher for the shade population on a surface area basis.
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Valladares et al. (1996) described a correlation between Chl content and light
environment for different species of Umbilicariaceae. Lasallia hispanica, which lives in
exposed granite boulders, had a lower Chl content, both by dry weight and surface
area, than Lasallia pustulata, that usually lives in more shaded habitats. As a result, NP
rates can be very similar when calculations are related to Chl content, as it has been
frequently observed for sun and shade lichen species (e.g.: Valladares et a/., 1996) or
ecotypes of the same species (Kershaw et a/, 1983, MacFarlane et a/, 1983). A
correlation between chlorophyll content and maximal photosynthetic rate would be
expected if there is a relatively constant number of chlorophyll molecules per reaction
centre. In contrast, Pintado et al/ (2005) reported different strategies of sun and
shade-living forms of Diploschistes diacapsis, namely, short active periods, but high
NP for thalli in south facing slopes, and more extended wet periods, but lower
photosynthetic rates for the shade north-facing form, which had a higher Chl content
on a surface area basis. This appears to be a normal behaviour for lichens living in
water limited habitats, such as arctic-alpine environments or mediterranean areas
(Pintado et al., 1997), where the brevity of periods of water availability severely affects
survival of photosynthetic organisms. Similarly, Schipperges et al. (1995) observed a
larger Chl content in lichens from southern, more xeric zones than in others coming
from higher-latitude, more mesic areas.

In higher plants, absorption of radiation has been found to depend to a large
extent on the concentration of photosynthetically active pigments, these being the
limiting factor for the photochemical process under intense light (Agusti, 1994). At any
light level below saturation the limiting factor is light intensity. Because most lichens
operate at suboptimal PPFD in natural conditions, Chl is never going to be the limiting
factor. Also, Chl content in relation to surface area was found to be enough to absorb
between 80 to 99% of the incident light in 12 Umbilicaria and Lasallia species
(Valladares et al., 1996). However, several studies have shown an important positive
correlation between Chl content and NP rates or growth (e.g., Nash et a/, 1980;
Tretiach & Carpanelli, 1992; Palmgvist et a/, 2002; Dahlman & Palmqvist, 2003, but
see Pintado et al 1997). As Valladares et al. (1996) pointed out, this might be
explained by the fact that even when Chl content seems not to be a limiting factor for
Amax, the amount of light really harvested by antenna complexes is unknown due to
the presence of a thick cortex layer which may limit light penetration (although it could
exist light scattering as well, due to the presence of crystals in the medulla), and,
under these conditions, it might be useful to have a larger amoount of Chl. Valladares
et al. (1996) also found an inverse relationship between the amount of algae and the
intracellular Chl concentration, which they explain as a mechanism to avoid self-
shading by distributing more efficiently the photosynthetic pigments over a given
surface area. Indeed, a too high Chl content could cause self-shading between algal
cells, even in foliose thalli, where, in contrast to fruticose lichens, algal cells are almost
always directly exposed to the maximum incident radiation (Pintado et a/, 1997). A
thallus with a high surface to volume ratio (low TSW) is likely to have a more efficient
light harvest. With the same Chl content, it would reach higher NP rates by Chl content.
But its water retention ability would perhaps be smaller (Sancho, unpublished results).
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Chla has been extensively used as a marker of the biomass of the algal partner in
the lichen symbiosis (e.g., Tretiach & Carpanelli, 1992; Raven, 1992; Enriquez et al.,
1996; Palmqvist et al., 2002; Dahlman & Palmqvist, 2003; but see Strobl & Tirk, 1990;
Valladares et al.,, 1996). Chla has been found to correlate not only with NP, but also
with DR between species (Tretiach & Carpanelli, 1992; Green et al., 1997; Palmqvist et
al., 1998; Palmqvist & Sundberg, 2000, Palmqvist et a/. 2002). This fact led Palmqvist
(2000) to suggest that mycobiont carbohydrate demand might regulate the amount
and/or activity of the photobiont, for a range of lichen species. Palmqvist et a/. (2002)
showed, in a broad range study with 75 lichen species, that photosynthetic capacity
appears to increase more than respiration with increasing Chla, in a response implying
a higher carbon gain to support the increased maintenance respiration of a thallus
which probably has a higher N content, taking into account the positive relationship
between N and Chla.

Nevertheless, the link between growth and Chl content and between Chl and NP
or DR could also be a matter of covariation of these factors, i.e., growth or NP are not a
consequence of Chl amount, but they respond in the same way to a different factor,
most likely light regime in the environment. A more intense or longer-lasting radiation
would enhance the metabolism, thus promoting the synthesis of both Chl and all the
proteins belonging to the photosynthetic apparatus.

Thallus structure

Several studies have pointed out the importance of anatomy and morphology in
thallus water relations, and consequently, in photosynthetic performance (Valladares et
al., 1993, 1997; Pintado et al., 2005, Dahlman & Palmqvist, 2003). Sojo et al. (1997)
observed different morphotypes of the antarctic endemic lichen Catillaria corymbosa,
which, when growing in sheltered zones, shows a much more compact morphology,
thus decreasing surface to volume ratio and consequently, reducing water loss by
evaporation. This would extend the periods of metabolic activity, which could be
advantageous in order to colonise and prosper in cavities where little liquid water is
available. A higher TSW (thallus specific weight, calculated as dry weight per surface
area unit) has been related to a higher water retention capacity (Snelgar & Green, 1981;
Pintado et a/., 2005; Dahlman & Palmqvist, 2003), and it has been suggested that it is
a consequence of high irradiation (Hilmo, 2002) or an adaptive response to wind
erosion (Kappen, 1973).

Carbon metabolism

In green phycobionts the carbohydrates produced by photosynthesis are polyols,
while glucose is the molecule released by cyanobionts. In Trebouxia ribitol is mainly
produced and exported to the mycobiont, which, via pentose-phosphate pathway,
rapidly and irreversibly metabolises it to arabitol and then to arabinose, ribose,
fructose and finally to the storage pool mannitol, making it unavailable for the
photobiont (Gorin et a/., 1988; Fahselt, 1994; Dahlman & Palmqvist, 2003; Palmqvist et
al., 2008). Arabitol is depleted more rapidly than mannitol under stress; therefore, it
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may function as a short-term carbohydrate reserve (Palmqvist et a/., 2008). Alternating
drying and wetting of thalli was required for polyol metabolism and translocation in
Hypogymnia physodes, according to Farrar (1976). Also, polyols have been suggested
to have a very important role on cell protection at low water levels, promoting passive
water uptake and maintenance of osmotic potential and turgor during desiccation,
thus minimising cell damage (Smith et a/., 1969; Farrar, 1988; Ahmadjian, 1993). At
low water activities they protect the structure of other molecules, such as proteins and
nucleic acids by actually replacing the water molecules in them, preventing breakdown
(Green et al.,, 2011a). Farrar also suggested the use of the polyol pool as a buffer
against excessive depletion of proteins and other basic compounds of the cell; this
way, polyols would be respired first through the so-called resaturation respiration,
which occurs when lichens are rewetted, after a dry period (Farrar, 1976, 1978).
Therefore, the amounts of protein and polysaccharides would tend to remain constant,
while the level of polyols rises and falls, according to the recent conditions to which
the lichen is exposed. However, it is still unclear whether this process is ecologically
relevant (Lange, 2003a). Also, polyols are excellent antioxidant compounds and are the
only ones that can work in lichens at low water contents (Green et a/., 2011a).

Why study lichens?

As stated at the beginning of this section, lichens constitute the main vegetal
cover in polar and alpine regions, where vascular plats are scarce or even absent
(Kappen, 1988; Ahmadijan, 1993), thus being a fundamental part of these ecosystems.
Despite their importance, we are far from from fully understand the physiological and
ecophysiological functioning of lichens and their adaptive potential, which are
fundamental knowledge to predict their behavior in hypothetical scenarios forced by
global change, and therefore to predict future of ecosystems dominated by them.
Natural gradients are a useful tool for the study of long-term responses of organisms
and ecosystems to changes in abiotic factors (Diamond, 1986), since some of these
factors vary, while others remain more or less constant (Fukami & Wardle, 2005).
These gracients are especially interesting in the case of lichens, as sessile organisms,
slow growing and very difficult to grow out of their environment. In this work we have
studied the response of three lichen species to three different environmental gradients:

1. Latitudinal gradient (Umbilicaria decussata, Chapter 2). The study of the
behaviour of the same species and similar ecosystems in different parts of the
globe can be very useful for the evaluation of the possible universality of the
processes and responses to environment disturbances from anthropogenic or
non anthropogenic origin (e.g., Bird et al.,, 1996; Gholz et al., 2000; Wardle et al.,
2004). It has been a widely used approach in lichens, as many species have broad
distributions that make these studies easy to perform and interesting (e.g.,
Schipperges et al., 1995; Sancho et al.,, 2000; Pintado et a/., 2005, Green et al.,
2011b).

2. Altitudinal gradient (Lasallia hispanica and Lasallia pustulata, Chapter 3).
Altitudinal gradients allow the study of the long-term impact of temperature
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changes in small geographical areas and short periods of time (Kérner, 2007,
Fukami & Wardle, 2005). Many studies have taken advantage of altitudinal
gradients in both vascular plant species and communities (e.g., Whittaker, 1975;
Korner, 1999; Cordell et al., 1998, Li et al., 2004), and in lichens (eg, Vareschi &
Larcher, 1988; Pirintsos et al., 1993, 1995; Loppi et al., 1997; Pintado et al.,
2001).

3. Seasonal gradient (Lasallia hispanica and Lasallia pustulata, Chapters 4 and 5).
Changes in abiotic factors induced by the changing seasons are important
because they occur repeatedly and regularly in a short space of time and must be
taken into account especially in temperate regions, where they are more
pronounced. In the Mediterranean region they are particularly steep (Joffre et a/.,
2007), thus providing a good opportunity for the study of physiological changes
in a short time. There are also several studies focusing on seasonal changes in
lichen metabolism (e.g., Stalfelt, 1939; Lechowicz & Adams, 1974; Larson, 1980;
MacKenzie et al., 2001; Pirintsos et al., 2011).
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2. ESTUDIO DE LA PLASTICIDAD FENOTIPICA DE LA ESPECIE
POLAR Y ALPINA UMBILICARIA DECUSSATA BASADO EN MEDIDAS
ECOFISIOLOGICAS DE SIETE POBLACIONES DE TODO EL MUNDO
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INTRODUCCION

Los seres vivos hacen frente a los cambios de las condiciones ambientales de
distintas maneras. En algunos casos, aparecen diferentes ecotipos, es decir, existe una
diferencia genética entre las poblaciones de una especie, provocada por la adaptacién
a condiciones ambientales especificas. Estas diferencias genéticas implican cambios
fenotipicos, que también pueden aparecer, sin embargo, como resultado de la
plasticidad fenotipica, donde no hay diferencias genotipicas. La plasticidad fenotipica
como respuesta a un ambiente concreto es una cualidad valiosa que permite la
colonizacion de diferentes habitats (Pigliucci, 2001). Es de suponer que especies que
muestran amplias distribuciones ecolégicas, y por tanto probablemente también
geograficas, tendran mayor plasticidad fenotipica que especies con distribuciones mas
restringidas (Sultan, 2000; Valladares et al., 2007).

Las diferentes presiones selectivas pueden contribuir a la evolucién de la
adaptaciéon de una misma especie a nivel local (Nicotra et al, 2007), por lo que
frecuentemente, poblaciones diferentes de la misma especie de plantas vasculares, que
crecen en habitats con condiciones distintas, muestran diferentes fenotipos, con
diferencias morfoldgicas, anatomicas y/o fisiolégicas, que responden a la variacién de
factores abidticos como las condiciones climaticas, la limitacion de nutrientes o la
disponibilidad de agua (v.gr., Bradshaw, 1965; Cordell et al., 1998; Makinen et al.,
2002; Nicotra et al., 2007), o a interacciones diferentes con otras especies en otro tipo
de comunidades (Davis et al., 1998).

Esto puede ser mas complicado en el caso de los liquenes. La actividad
metabodlica de ambos simbiontes, el fotobionte autétrofo y el micobionte heterotrofo,
deben ajustarse mutuamente de forma muy compleja para conseguir y mantener la
estructura, funciéon y crecimiento del talo (Honegger, 1993; Lange & Green, 2006).
Como organismos duales que son, ambos simbiontes deben aclimatarse a las
condiciones cambiantes, mostrando una versatilidad complementaria para adaptarse a
diferentes habitats. Y sin embargo, esto no es siempre imprescindible. Fernandez-
Mendoza et al. (2011) mostraron que los propagulos fungicos pueden liquenizar con
células algales del acervo local, por tanto ya adaptadas, y también se ha descrito un
cambio de fotobionte en casos de dispersién conjunta (Nelsen & Gargas, 2009; Wornik
& Grube, 2010).

La plasticidad fenotipica dentro de una especie liguénica concreta se ha
estudiado en algunos casos (Schipperges et al.,, 1995; Pintado et al., 1997; Rikkinen,
1997; Sojo et al., 1997; Sancho et al., 2003; Pintado et al., 2005: Green et al., 2011b),
pero normalmente dentro de un espacio geografico reducido (con la excepcion de
Sancho et al.,, 2000), a pesar del hecho de que muchas de las especies de liquenes
muestran distribuciones amplias, que a menudo incluyen varios continentes. El éxito
en la colonizacién de habitats aparentemente tan distintos puede explicarse por su
gran potencial adaptativo, y por la relativa similitud en las condiciones microclimaticas,
especialmente cuando los liquenes estan activos, aunque el macroclima puede ser muy
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distinto (Sancho et al., 2000, Green et al., 2008). Por tanto, aunque esté viviendo en
lugares tan distintos y remotos, la presencia de una misma especie indica una cierta
similitud en al menos algunos pardmetros, siendo de esta manera una especie
especialista y no generalista como podria parecer. Una especie requiere para su
establecimiento, crecimiento y desarrollo unas caracteristicas ecoldgicas concretas,
tanto en lo tocante a los factores biéticos como a los abidticos, que conforman su
nicho ecolégico (Larcher, 1995). Cuando estas caracteristicas se reunen la especie
puede establecerse y medrar. Segin la amplitud del rango que puede tolerar para cada
factor, una especie concreta estara mas o menos extendida, aparte de la influencia,
por supuesto, de factores estocasticos.

Las especies bipolares muestran una distribucion muy interesante, pues viven en
regiones polares, asi como en la alta montafia de las regiones tropicales y templadas
(Galloway & Aptroot, 1995). El modo en que han llegado a ocupar lugares tan remotos
y desconectados ente ellos es una incégnita biogeografica, que puede explicarse en
parte por sucesos de glaciacién que conectaron lugares que ahora estan aislados, asi
como por la dispersién de propagulos a larga distancia (Kappen & Straka, 1988; Mufioz
et al.,, 2004). Los liguenes dominan a menudo estos ambientes marginales, que en
teoria son susceptibles de mostrarse mas afectados por el cambio climatico (Nash &
Olafssen, 1995; Lange & Green, 2005; IPCC, 2007). Por consiguiente, los liquenes de
estas regiones pueden ser muy sensibles al cambio de las condiciones climaticas, lo
que dificultaria la supervivencia de muchas especies, tanto de manera directa como
indirecta, pues la llegada y desarrollo de especies mas competitivas se veria facilitada.

Los liquenes y los ecosistemas dominados por ellos estarian particularmente en
riesgo si el predicho aumento de temperaturas ocurre efectivamente (Lange & Green,
2005). Las pérdidas de carbono debidas a la respiracién en oscuridad (RO) pueden casi
igualar la tasa fotosintética neta (FN), y, como la respiracion tiene una respuesta mayor
a la temperatura que la fotosintesis, el balance neto de carbono puede hacerse
negativo a temperaturas moderadamente elevadas bajo condiciones de luz normales
(Green & Lange, 1994). Se ha sugerido que la distribuciéon de los liquenes en zonas
bajas tropicales se ve limitada por el balance de carbono excepcionalmente pobre
debido al incremento de las pérdidas de carbono cuando los liquenes estan hidratados
durante las calidas noches tropicales (Zotz & Winter, 1994; Zotz, 1999; Lange et a/.,
2000).

El estudio y la descripcién del comportamiento fisioldgico de una especie
concreta procedente de lugares geograficamente aislados pueden ser muy utiles a la
hora de aumentar nuestro conocimiento en la identificacién de las condiciones
climaticas que son mas favorables para el éxito de esa especie. Schipperges et al.
(1995) encontraron distintos ecotipos del liquen fruticuloso terricola artico-alpino
Cetraria nivalis a lo largo de un gradiente latitudinal desde zonas templadas hasta
articas. Estos autores evaluaron el intercambio de CO., las relaciones hidricas y el
contenido en clorofila, asi como las diferencias anatémicas y la proporcién fotobionte-
micobionte, y observaron que el contenido de clorofila y las tasas de fotosintesis neta
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disminuyeron al aumentar la latitud. Sin embargo, cuando las poblaciones templadas
se transplantaron a zonas articas, mostraron tasas mas bajas de FN que las
poblaciones autoctonas, revelando que estas uUltimas estaban mejor adaptadas a las
condiciones climaticas de la zona donde se realizé el transplante. Sancho et a/. (2000)
compararon dos poblaciones de Umbilicaria nylanderiana de la Antartida y de la alta
montafia espafiola en cuanto a su comportamiento ecofisiolégico, y también
observaron tasas de FN mas altas en la poblacion templada. De la misma manera, ésta
tenia un 6ptimo de temperatura para la fotosintesis mas alto que la poblacién polar.
Por el contrario, la respiracion en oscuridad no muestra variaciones entre ambas
poblaciones, lo que llevd a los autores a concluir que el micobionte no se veia
sustancialmente afectado por las condiciones ambientales y que la adaptacién a la
temperatura dependia mas del fotobionte.

Umbilicaria decussata es una especie de distribucién bipolar artico alpina (Fig.
2.1). Se ha demostrado que esta especie tolera muy bien el frio. Lange (1965) estudié
la actividad fotosintética de muestras antarticas de Umbilicaria decussata, y encontré
que es posible detectar FN a temperaturas muy bajas, a las que el valor de RO es ya 0.
Este autor detecté actividad fotosintética a -11 °C, mientras que la RO cesaba a entre -
5 y -8 °C. De este modo, esta especie era capaz de alcanzar una ganancia neta de
carbono a temperaturas muy bajas. Otra representante de este género, U. aprina, era
capaz de fotosintetizar a bajas temperaturas bajo la nieve, extendiendo de esta
manera su periodo de actividad, algo muy ventajoso si tenemos en cuenta la brevedad
de éste en las zonas polares (Schroeter et a/, 1994). Suponiendo que U. decussata
también fuera capaz de algo asi, la cantidad de carbono fijado en esas condiciones no
seria importante, porque es una especie que vive en bloques verticales expuestos al
viento, donde la nieve no se acumula durante periodos largos. De hecho, esta especie
parece ser muy quionofoba y no tolera la acumulacion de nieve (Creveld, 1981; Reiter
et al., 2007). Sancho & Kappen (1989) la definieron como una especie aerohigrofila,
por tanto, caracterizada por su rapida pérdida y absorcién de agua. En condiciones
naturales absorbe agua del ambiente (lluvia, niebla, rocio) y es capaz de equilibrarse
rapidamente con la humedad ambiental.

Nos hemos centrado en esta especie para estudiar su variabilidad a lo largo de un
gradiente latitudinal en gran parte de su rango de distribucién. Teniendo en cuenta las
condiciones climaticas de cada localidad, hemos intentado explicar qué variables
tienen mayor influencia en su productividad, para poder predecir de qué modo se veria
afectada esta ultima por modificaciones en el ambiente, como un acercamiento para
explicar si el cambio climatico puede afectar a su supervivencia de manera distinta en
estos ecosistemas diferentes. Con este objetivo, hemos evaluado la respuesta
fotosintética de las poblaciones muestreadas a diferentes regimenes de luz y
temperatura y hemos intentado relacionarla con otros factores fisiolégicos, asi como
con variables abidticas. Caracterizar el estado fisiolégico de un organismo es muy
importante para entender e intentar predecir su respuesta. Hemos medido el contenido
en clorofila como marcador del fotobionte, de quitina y ergosterol como marcadores
del micobionte, de C, N y azlcares y aminoacidos para intentar evaluar posibles
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diferencias en la distribucion de los recursos disponibles en el talo, de acido giroférico
como una posible molécula de efecto fotoprotector, y, finalmente, la fluorescencia de
la Chla para evaluar la vitalidad del fotosistema II.
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Fig. 2.1: Mapa de distribucién de Umbilicaria decussata. Puntos verdes: localidades citadas en la bibliografia
o pertenecientes a colecciones de herbario. Puntos rojos: localidades muestreadas en este estudio.

Dentro de esta especie, planteamos la hipotesis de que las poblaciones
procedentes de la alta montafia de regiones templadas (30-45 ° de latitud) pueden
mostrar mayor plasticidad, pues estdn expuestas a un ambiente mas inestable, debido
a las diferencias estacionales en fotoperiodo y temperatura. Por esta razén estas
poblaciones podrian mostrarse mas capaces de adaptarse y sobrevivir en condiciones
cambiantes, suponiendo que pudieran también hacer frente a la competencia con otros
organismos.

MATERIAL Y METODOS

Material liquénico

Umbilicaria decussata (Vill.) Zahlbr. pertenece a la familia de las Umbilicariaceas,
en el orden Umbilicariales. Como todas las especies de esta familia esta unida al
sustrato por un ombligo central en la cara inferior formado por tejido fungico. Se
encuentra raramente con apotecios, pero posee taloconidios, propagulos asexuales
que cubren casi completamente su cara inferior ddndole su aspecto carbonaceo
caracteristico. Vive sobre rocas siliceas, por encima del limite de bosque, normalmente
expuesta a fuertes vientos y se encuentra generalmente en pendientes muy inclinadas
y paredes rocosas verticales. Se distribuye por todo el mundo, como se puede ver en la
Fig. 2.1, y su patrén de distribucion es circumboreal-tropical montano-circumantartico
(Galloway & Aptroot, 1995).
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Nombre Localidad Coordenadas Precipitacion ™ Tm Recolectores y
(mm) (°O (°O fecha
K Monte Kilimanjaro, Camino $3°4'17"S, 400 3.7 0.1 L. Muggia.
de Shira Hut a Barranco Hut. E 37°18' 58" 9-1-2009
Rocas volcanicas. Tanzania 4400-4500 m.
M Volcan lztaccihuatl. Bloques N 19° 2' 36", 800 6.4% 3.4* L. G. Sancho &
de andesitas en praderas de 0 98°38'1"; M. Arréniz.
Festuca. Méjico. 4284 m. 5-11-2009
CH VIl Regién del Maule. Paso S$35°10'36", 787 10.4* -1.8* S. Pérez-
Vergara. Bloques expuestos. O, 70° 30' 38"; Ortega & F.
Chile (High). 2736 m. Fernandez-
Mendoza.
4-4-2009
A Thredbo ski resort. Bloques S 36°28'57", 1682 10.7 -3.2 F. Fernandez-
graniticas cerca del Monte E 148°16' 48"; Mendoza.
Kosciuszko. Australia 2047 m. 7-5-2009
CL VII Region del Maule. Paso S 38°39'27", 749 11.4 -0.4 S. Pérez-
de Pino Hachado. Bloques 0 70° 53" 47" Ortega & F.
expuestos. Chile (Low). 1987 m. Fernandez-
Mendoza.
1-4-2009
SC Los Claveles, Penalara, N 40° 51", 1500 13.1* -3.5% M. Vivas, J.
Madrid. Espana (Sistema 0 3°57'22" Raggio & L. G.
Central). 2412 m. Sancho.
26-6-2009
SP Agulles de Travessany. N 42°36' 29", 1399 10.1 -4.7 M. Vivas, S.
Aigliestortes. Lérida. ESpafia E 0° 53" 15" Pérez-Ortega
(Pirineos). 2620 m. & L. G. Sancho.
14-7-2009

Tabla 2.1: Localidades de muestreo con los datos climaticos (precipitacién anual, TM: temperatura media del
mes mas cdlido, Tm: temperatura media del mes mas frio). Los datos se obtuvieron de: K, Rohr & Killingtveit
(2003), Duane et al. (2008), Sarmiento (1986); CL & CH, Kalin Arroyo et a/. (1981), Amigo (1998), Lara et al.
(2001); SC, Comunidad de Madrid (2002); SP, Servei Meterologic de Catalunya (2011); A,
http://www.weatherzone.com.au/climate/station.jsp?lt=site&lc=71032; M, Sarmiento (1986),
(1962). Los valores con asterisco son valores deducidos para nuestras localidades a partir de la diferencia de
altitud entre el lugar de recoleccién y la estacién meteorolégica mas préoxima o las teselas de WorldClim.

Beaman

Muestreo

Las localidades de estudio estdn marcadas por puntos rojos en la Fig. 2.1 con
mas detalles en la Tabla 2.1. Todas las muestras se recogieron en estaciones similares
en cada zona geografica. Las épocas de recoleccion fueron las siguientes: la poblacion
de Australia (A) y las dos poblaciones de los andes chilenos (CL y CH) se recogieron al
principio del otofio austral (Abril-Mayo). Lo mismo ocurrié con las muestras de Méjico
(M), recogidas en Noviembre, al final del periodo lluvioso. Las muestras del Kilimanjaro
(K), Sistema Central (SC) y Pirineos (SP) se recolectaron al final de la primavera-
principio del verano, que es para los liquenes mediterraneos el Gltimo periodo de alta
actividad, antes de la inactividad estival debida a la sequia (Joffre et al.,, 2007). Tras la
recoleccion, los talos se secaron al aire a 20 °C y se almacenaron en oscuridad a -21
°C hasta su posterior analisis. Se procurd cubrir toda la variabilidad de las poblaciones
de cada localidad cogiendo talos de rocas distintas y de diferentes tamafos. A menos
que se especifique lo contrario, se utilizaron 4 conjuntos de 2 a 6 talos cada uno de
cada poblacién para las medidas de intercambio gaseoso y los analisis subcelulares.
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Datos climaticos

Se obtuvieron datos de precipitaciéon anual, temperatura media del mes mas frio
(Tm) y temperatura media del mes mas cdlido (TM) de la bibliografia existente. Cuando
ésta era escasa e insuficiente, se recurrié a datos procedentes de los valores medios
para el periodo 1950-2000, por interpolacién en una malla geografica de 30 segundos
de resoluciéon (latitud y longitud) hecha a partir de estaciones meteoroldgicas
distribuidas por todo el mundo (datos de WorldClim, Hijmans et a/., 2005) y extraidos
por medio del programa DIVA-GIS v.7.5 (Tabla 2.1). Estos datos se obtuvieron gracias
a la amable ayuda del Dr. Antonio Torralba. Los valores entre paréntesis son los
deducidos a partir de la diferencia en altitud entre el lugar de recoleccion y la
localizacién de la estacion meteoroldgica o las teselas de WorldClim.

Medidas de intercambio gaseoso

Los talos se reactivaron durante tres dias en una cadmara a 10 °C con un
fotoperiodo de 12h en oscuridad/12 h a 100 pmol fotones-m-2-s-' de luz
fotosintéticamente activa (PPFD), y pulverizando con agua mineral una vez al dia. Las
medidas de intercambio gaseoso se llevaron a cabo con un sistema compacto de
minicubeta CMS 400 (Walz, Effeltrich, Alemania) y un analizador de gases infrarrojo
IRGA (Binos 100, Leybold-Heraeus, Alemania) bajo condiciones controladas de
temperatura, humedad e irradiacion, y a concentracion de CO; ambiental (350 ppm,
aprox.). Se puede encontrar una descripcion completa de este método en Schroeter et
al. (1994). Antes de las medidas, los liquenes se hidrataron completamente
pulverizandolos con agua mineral hasta la saturacién y se retir6 el exceso de agua
suavemente con un papel absorbente. Se hicieron curvas de respuesta a la luz a 0, 5,
10, 15, 20 y 25 °C con cada poblacion recolectada. Primero se obtuvo el valor de
respiraciéon en oscuridad (RO), manteniendo la muestra sin luz hasta que se alcanzaba
un valor estable y en ese momento, se iba incrementando la PPFD consecutivamente
desde 25 hasta 1200 pmoles de fotones-m-2-s-1 (25, 50, 100, 200, 400, 800 y 1200).
Antes y después de cada serie de medidas, los talos se pesaron para determinar el
contenido de agua del talo en funcién del peso seco. A veces fue necesario rehidratar
los talos durante las medidas para asegurar el nivel de hidratacién 6ptima de los
mismos, que se habia determinado previamente por medio de curvas de respuesta al
contenido hidrico (véase mas abajo). Las tasas se calcularon por unidad de peso seco,
de superficie y de clorofila, mediante las ecuaciones de von Caemmerer & Farquhar
(1981). Las curvas de respuesta a la luz se analizaron mediante un ajuste estadistico a
una funcién de Smith, segin se detalla en Green et al. (1997). Este ajuste nos
proporciona los siguientes parametros: Pc (punto de compensaciéon de luz, PPFS a la
que la fotosintesis neta, FN, es 0, es decir, la fotosintesis bruta compensa la
respiracién en oscuridad), Ps (punto de saturacién de luz, calculado como la PPFD a la
que se alcanza el 90% de la maxima fotosintesis neta medida, Amax) y ¢ (rendimiento
cudntico aparente para la luz incidente, que es la pendiente primaria de la curva de
respuesta a la luz). También calculamos el coeficiente de eficiencia fotosintética, KF,
como KF= (Amax+RO)/RO (Larcher, 1995). La temperatura optima y los puntos de
compensacion superior e inferior (Tcs y Tci respectivamente, es decir, los valores de
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temperatura a los que la FN es igual a 0, de manera que no se alcanza compensacion a
temperaturas mas bajas que el Tci ni mas altas que el Tcs) se calcularon mediante el
ajuste de las curvas de respuesta a la temperatura a funciones polinémicas de segundo
grado. Las curvas de respuesta al contenido hidrico o curvas de desecaciéon se
realizaron como sigue: las muestras se hidrataron completamente con agua mineral y
se pesaron para obtener el peso fresco maximo (PFM), y se introdujeron en la cubeta,
donde el intercambio de CO, se sometié a un seguimiento continuo segun el talo se
iba secando lentamente, bajo condiciones controladas de temperatura (15 °C),
humedad relativa (70%), flujo del aire (0’6 | min-') e iluminacién (200 pmol m-2 s-1),
hasta que no se detectaba sefial fotosintética alguna. Las muestras se pesaban cada 30
minutos. Se calculé el contenido hidrico maximo en funcién del peso seco (CHM =
PFM-PS)/PS, es decir, g H.O g-' PS) y en funcién de la superficie (CHMA = (PFM-
PS)/area, por tanto, g H.O m-2), y el contenido hidrico éptimo (CHO y CHOA en funcién
de peso seco y de superficie respectivamente). También se calculé el tiempo medio
necesario para alcanzar el 50 y el 20% del contenido hidrico maximo (T50 y T20
respectivamente), asi como el T50Act (el porcentaje de la actividad maxima que se
conserva cuando el contenido hidrico del talo es del 50% del maximo).

Tras las medidas de intercambio gaseoso se determiné la superficie de las
muestras cuando los talos estaban himedos y completamente expandidos, haciendo
una fotografia y analizandola con el software libre Image) 1.42q (National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA). Todas las muestras se secaron entonces en gel de
silice durante 72 horas y se determind su peso seco con una precision de décima de
miligramo. A partir de ello, se calculé el indice de peso especifico (IPE, en g m-2) de
cada muestra.

Andlisis subcelulares

Los talos utilizados para las medidas de intercambio gaseoso se usaron también
para el analisis de pigmentos segun el método de Barnes et al. (1992) (los detalles
completos se pueden encontrar en el capitulo 3). Otro conjunto de muestras se utilizo
para llevar a cabo el andlisis de quitina, ergosterol, aminodacidos, azlcares, acido
giroférico y C/N. Para ello, los talos se molieron hasta convertirlos en un polvo
homogéneo poco antes de analizarlos. La Chla se utilizé como marcador de la cantidad
de células del fotobionte (Raven 1992; Enriquez et al. 1996). Para evaluar la masa
flingica total se midié la quitina, y el ergosterol (Erg) se valoré como indicador de la
biomasa flungica, pues es el esterol mas abundante en la membrana plasmatica de los
hongos (Weete, 1973; Palmqvist et al, 2002). Esta molécula se ha utilizado como
marcador de la actividad metabdlica flingica en asociaciones micorrizogenas con
plantas (Ekblad & Nasholm, 1996; Ekblad et a/., 1998) asi como en liquenes (Palmqvist
et al., 1998, 2002; Gaio-Oliveira et al., 2004). Tanto la quitina como el ergosterol se
cuantificaron mediante HPLC, segun Dahlman et a/. (2001). Brevemente, se mezclaron
20 mg de liquen pulverizado con 1 ml de etanol, se agité la mezcla vigorosamente en
un vértex y se incubé en agitacion durante 30 min a 5 °C. Tras centrifugar (14.000
rom, 15 min) se determiné el Erg en el sobrenadante mediante un cromatégrafo
Waters (Milford, EEUU) con una columna ODS-ultra sphere (250 mm de longitud x 4’6
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mm de didmetro interno, tamafio de particula 5 pm) para la separacién de las
moléculas y en una elucion isocratica con 100% de metanol como fase moévil. Todo el
proceso tuvo lugar en oscuridad para evitar la degradaciéon del compuesto. Se midio6 la
absorcion del Erg a 280 nm mediante un detector UV. Los datos se corrigieron para un
rendimiento de extraccién del 80% (Dahlman et a/,, 2001). La quitina se midié en el
precipitado que quedd tras la extraccion de Erg. Se comprobd que no hubiera pérdida
de quitina durante ese proceso comparando el contenido con el de algunas muestras
en las que no se extrajo previamente el Erg (datos no mostrados). Las muestras se
lavaron con NaOH 0’2 M para eliminar los aminoacidos y proteinas que pueden
interferir con la medida. Se realizé una hidrélisis acida en HClI 6M para liberar los
residuos de glucosamina, que se convirtieron en derivados fluorescentes al tratarlos
con cloroformato de 9-fluorenilmetilo (FMOC), y fueron entonces analizados por HPLC
de fase reversa mediante elucién en gradiente. Los datos se corrigieron para un
rendimiento de extraccion del 83% (Dahlman et a/., 2001; Ekblad & Nasholm, 1996).

Andlisis de Carbono y Nitrégeno

Se tomaron entre 3 y 4 mg de cada muestra para analizarlos con un Analizador
elemental Flash EA 1112 NC (Thermo Fisher Scientific). Se determiné la cantidad total
de Cy N en cada muestra.

Andlisis de aminoacidos

Se mezclaron 30 mg de liquen pulverizado con 1 ml de HClI 10 mM. Esta mezcla
se agito y los aminoacidos que contenia se transformaron en derivados fluorescentes
por adicion de carbamato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinomidilo con el equipo
de ensayo comercial Waters AccQ-Tag Ultra Derivatization kit, segun las instrucciones
del fabricante. Las muestras se analizaron por cromatografia liquida de fase reversa
utilizando un equipo Waters Ultra High Performance (UPLC), provisto de un detector UV
Waters Tunable (Acquity, Waters, Milford, EEUU). A cada alicuota (10ml) de muestras o
de patrones se afadieron 70 pl de tampon borato (1 M) y 10 pl de norvalina 100 pmol
N-I-1, como patrén interno. Tras ello, se afiadieron 20 pl del reactivo derivatizante
AccQ-Tag y todo ello se mezclé a conciencia inmediatamente y se mantuvo a 55 °C
durante 10 min. Se dejé enfriar a temperatura ambiente y se utilizdé una alicuota de la
mezcla de reaccién para la inyecciéon en el UPLC. La separacion se hizo gracias a una
columna AccQ-Tag Ultra, mediante eluciéon en una mezcla de dos disolventes: A) acido
formico al 99°9% y B) acetonitrilo al 10% (ambos v/v en agua MilliQ) segun el siguiente
gradiente: de 0 a 5’74 min, elucién isocratica con 100% de A, de 5’74 a 7’74 min,
reduccion de A desde el 100% hasta 90'9%, llegando al 78’8% a los 824 min, y al
40’4% a los 8’74 min. De los 874 a los 9’54 min tiene lugar el reequilibrio del sistema
hasta el 100% de A. El flujo era constante a 0’6 ml min-1 y la columna estaba a una
temperatura de 55 °C. Los patrones de aminoacidos y de NH4* se prepararon
diariamente en el rango de 100-0’1 pmol N |-1 por diluciones seriadas 1:2 en agua
MilliQ (Inselsbacher et a/., 2011).
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Andlisis de azucares

Para la determinacién de los azlicares en las muestras se utilizé el sobrenadante
del andlisis de aminoacidos. Las muestras se sometieron a cromatografia de
intercambio iénico (Metrohm, Herisau, Suiza). Los compuestos de carbono solubles se
separaron gracias a una columna Metrosep Carb-250 (250 mm x 4 mm) utilizando
NaOH 0’1 M como disolvente isocratico y a una velocidad de flujo de T ml-min-! (cada
muestra eluia en 20 min). Las muestras se cuantificaron a partir de muestras patrén
hechas con la mezcla de concentraciones conocidas de los siguientes azucares: D-(+)-
arabitol (Fluka, Buchs, SG, Suiza), D-(+)-glucosa (Sigma, Buchs, SG, Suiza), D-manitol
(Sigma), D-(+)-galactosa (Sigma), D-(+)-fructosa (Sigma), sacarosa (Sigma) y adonitol
(es decir, ribitol) (Fluka). Cada veinte muestras se eluia una disolucion patrén para
asegurar la precision de los ensayos (Palmqvist & Dahlman, 2006).

Acido giroférico

El dcido giroférico se cuantific6 con el objeto de detectar su posible papel
fotoprotector. Para ello, se tomaron 10 mg de liquen pulverizado, que se mezclaron
con 1 ml de acetona para extraer los acidos liquénicos. El acido giroférico se midié por
medio del mismo equipo de HPLC utilizado para la cuantificacién de Erg y Quit, pero
en esta ocasién, con una columna ODS-ultra sphere (250 mm x 4’6mm) con 2’5 pm de
didmetro de particula, segun el protocolo de Serifida et al. (1991). La fase movil era
metanol:acetona:acido acético (75:25:1) y la longitud de onda de deteccién 270 nm.
Lamentablemente, no fue posible emplear acido giroférico purificado para hacer una
recta patrén y obtener asi la cantidad en g por peso seco de nuestras muestras, pero si
es posible realizar una comparacién relativa segun el area bajo la curva de los picos de
los cromatogramas, con respecto a g de peso seco.

Medidas de fluorescencia de la Chla in vivo

La fluorescencia de la Chla se determiné por medio de un fluorimetro MINI-PAM
(Walz, Effeltrich, Alemania). Se recogieron los datos del proceso de induccion
oscuridad-luz, seguido del proceso de recuperacién luz-oscuridad, mediante una
funcién programada por el fabricante (curva de induccion + recuperacién). Esta curva
supone la medida de 20 valores consecutivos del rendimiento cuantico efectivo del
fotosistema Il (®FSIl), que se calcula como el cociente (Fm’-F)/Fm’ (Genty et al., 1989),
donde F es el valor de la fluorescencia bajo luz ambiental y Fm’ es la fluorescencia
maxima en muestras preiluminadas tras la aplicacion de un pulso de luz saturante (0’8
s y 8000 umoles de fotones m-2 s-). Antes de las medidas, las muestras se hidrataron
completamente y se adaptaron a oscuridad, tapandolas con un pafio negro durante 20
minutos. Antes de empezar la curva de induccién, se aplico un primer pulso de
saturacion para cuantificar Fo (la fluorescencia basal en una muestra adaptada a
oscuridad), Fm (maxima fluorescencia en muestra adaptada a oscuridad) y Fv/Fm ((Fm-
Fo)/Fm), es decir, el maximo rendimiento cuantico. Entonces, tras 40 segundos en
oscuridad, se aplico6 una luz actinica (de 55 pmoles de fotones m-2 s-!
aproximadamente), permitiendo el inicio de los procesos de apagamiento fotoquimico
y ho fotoquimico, y el rendimiento cuantico se evalu6 a intervalos fijos de 20 s en 13
pulsos de saturacién adicionales. En la segunda parte de la curva, la parte de
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recuperacion, la luz actinica se apago y se aplicaron otros 6 pulsos de saturacién, tras
10s,30s, 60s, 2 min, 5 miny 10 min, segun la muestra vuelve a adaptarse a la
oscuridad. En ese momento, se evalla la recuperacion de los valores de rendimiento
cudntico, debido a la inactivacién de los apagamientos. Los pardmetros que se
compararon entre las distintas poblaciones fueron: Y1 (rendimiento cudantico cuando
se aplica el segundo pulso de saturacion), Yi (rendimiento cudntico en el ultimo punto
de la curva de induccién), Yr (rendimiento cuantico en el primer punto de la curva de
recuperacion) e Yf (rendimiento cuantico en el Ultimo punto de la curva de
recuperaciéon). También se calcularon valores relativos al rendimiento cudntico inicial
Fv/Fm: PY1 (porcentaje de la caida de rendimiento inicial, cuando se aplicé el primer
pulso de saturacién), PYi (porcentaje de la caida en el dltimo punto de la curva de
induccién), PYr (porcentaje de recuperacion en el primer punto de la curva de
recuperacion) y PYf (porcentaje de recuperacion al fina de la curva) (ver diagrama
explicativo en la Fig. 2.16a).

Modelado de nicho

El modelo de maxima entropia ejecutado por el programa MaxEnt v.3.3.3 (Phillips
et al., 2004, 2006) se utiliz6 para componer el nicho ambiental de Umbilicaria
decussata, estimado a partir de datos de sdélo presencia. El nicho de la especie se
modelizé utilizando su distribucién conocida y las variables ambientales. Edith et a/.
(2006) mostraron que MaxEnt es un programa mas fiable que otros basados en datos
de sélo presencia. Estos datos de presencia de la especie se descargaron de la base
GBIF (http://www.data.gbif.org), donde habia 984 registros georreferenciados. Las
siete localidades utilizadas en este estudio se afiadieron también. Las citas de la
Antartida tuvieron que eliminarse del analisis porque no hay datos climaticos para esta
zona en WorldClim. En total, se utilizaron 433 registros. Para la estimacién del nicho
actual se obtuvieron 19 variables climaticas de WorldClim, con una resolucién de 2’5
minutos de arco (Hijmans et al., 2005). Estas variables se derivan de las temperaturas
mensuales y las capas de precipitacion y representan informacion de la variacion del
clima con significado bioldgico (Hijmans et a/., 2005). Las 19 variables se redujeron
por medio de un analisis de componentes principales y de correlacion llevado a cabo
en PAST v.2.16 (Hammer et al,, 2001). El conjunto de datos reducido comprendia las
siguientes variables: temperatura media anual, estacionalidad en la temperatura
(desviacion tipica®100), temperatura media del trimestre mas himedo, estacionalidad
en la precipitacion (coeficiente de variacion) y precipitacion en el trimestre mas calido.
También se hicieron modelos de nicho para el udltimo maximo glacial (LGM, hace
21500 afos) y para las predicciones del clima futuro segin el IPCC para 2050 (IPCC,
2007). Los datos para el LGM se obtuvieron del Paleoclimate Modelling
Intercomparison Project Phase Il (PMIP, http://pmip2.Isce.ipsl.fr/). Las variables
bioclimaticas para el estudio del futuro se obtuvieron de http://www.ccafs-
climate.org/data/ utilizando el método Delta, el escenario SRES A2A y el modelo
CGCM3. Todas las capas estan disponibles en WorldClim. Los modelos se corrieron con
el umbral de convergencia por defecto, el maximo nimero de iteraciones y utilizando
el 20% de los puntos para validar el modelo. Se hicieron 10 modelos para evitar los
efectos de quitar el 20% de las muestras y los resultados se consensuaron utilizando la
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opcion de validaciéon cruzada. Las capas de datos producidas por MaxEnt se
visualizaron en Diva-Gis 7.5. Estos analisis se hicieron con la amable ayuda del Dr.
Borja Jiménez-Alfaro.

Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa informatico libre R 2.10.0
(R Development Core Team, 2009), con la ayuda adicional de las librerias multcomp
(Hothorn et al.,, 2008), Hmisc (Harrell, 2012) y FactoMineR (Lé et al/, 2008). Se
realizaron ANOVAs seguidos por el andlisis a posteriori Tukey HSD para indicar
diferencias estadisticamente significativas entre poblaciones, para valores de p<0’05.
Se realizaron analisis de regresion lineal para encontrar las relaciones entre Amax y un
conjunto de variables explicativas. Se comprobd la homocedasticidad y normalidad de
los residuos de los modelos estadisticos. Todas las variables resultaron normales o
cuasi-normales, y por tanto la representacion grafica de los residuos no mostraba
patrones definidos. Los resultados relativos a la temperatura deben considerarse con
cautela, pues se estimaron los valores de temperatura a partir de los datos disponibles
de estaciones climaticas situadas a menor altitud que el lugar de recoleccion de las
muestras para las siguientes localidades: SP, CL, CH, SC y M. El efecto de la latitud se
analizé mediante correlaciones parciales entre esta variable y el resto. Los graficos de
intercambio gaseoso, los ajustes a la funcion de Smith y los graficos de los
componentes subcelulares se hicieron con SigmaPlot 10.0 (Chicago, lllinois, EEUU).

RESULTADOS

Umbilicaria decussata es una especie ampliamente distribuida, presente en todas
las regiones alpinas, que muestra una gran capacidad de adaptacion. Las diferencias
en las condiciones macroclimaticas son notables en su area de distribuciéon. En la
regiéon mediterranea, zona de procedencia de dos de nuestras poblaciones (SP y SC),
las diferencias estacionales climaticas se ven potenciadas por la altitud, con inviernos
muy frios y nivosos y veranos extremadamente secos y calurosos, en los que, ademas,
el rango de temperatura diario puede ser amplio. Por el contrario, a bajas latitudes el
fotoperiodo es constante a lo largo del afio, y los rangos de temperatura, incluso en la
alta montafia, son mas pequefnos también a lo largo del afio (la diferencia entre las
temperaturas medias del mes mas frio y del mes mas calido es de 3 °C en M y K,
mientras que es de 16’6 °C en SC), aunque el rango diario si es bastante amplio. El
régimen de lluvias mostraba grandes diferencias entre nuestras localidades, siendo SC
y A las que mayores precipitaciones registran (1500 y 1682 mm anuales
respectivamente), y disminuyendo la cantidad de lluvia en general hacia el Ecuador,
mas o menos paralelamente al ascenso altitudinal. Aunque en los Ultimos afios ha
habido un incremento del interés en los estudios climatoldgicos del area del
Kilimanjaro, alin carecemos de buenos registros y los datos de la bibliografia se basan
en general en estudios a corto plazo. Sarmiento (1986) subraya la existencia de una
importante variabilidad interanual en la precipitacién en esta zona. Salt (1954) y Duane
et al. (2008) afirman que la lluvia disminuye rdpidamente con la altitud en el
Kilimanjaro, dando lugar a un paisaje tan arido que el cinturén mas alto se ha
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considerado un desierto alpino. También se establecié que esta disminucién es mas
pronunciada en la vertiente occidental de la montafia (Beaman, 1976; Sarmiento,
1986). Los habitats tanto de K como de M se describen como muy brumosos y
nublados (Beaman, 1962; Sarmiento, 1986; ver también las figuras 2.18 y 2.19),
situacion que probablemente les proporciona a los liquenes una fuente de hidratacion
importante.

Intercambio de CO;

Como se detallaba en Material y Métodos, la actividad fotosintética se midié en
todas las poblaciones a temperaturas y regimenes luminicos diferentes. Los resultados
de estas medidas se muestran en las Figs. 2.2 a 2.6 y las Tablas 2.2 a 2.5.

En la Fig. 2.2 puede verse la respuesta de estas poblaciones al incremento de
temperatura. Todas ellas muestran patrones similares, con 6ptimos de FN entre 10 y
15 °C. Aunque los valores son bastante parecidos, SP y CH tienen los 6ptimos mas
bajos y la menor Tci (junto con SC esta ultima), mientras que SC y M muestran los
Optimos mas altos y también las mayores Tcs, notablemente mas altos que las otras
poblaciones (no olvidar que son valores extrapolados). El rango mas estrecho se puede
encontrar en K, con la Tci mas alta y la Tcs mds baja. Amax es siempre maxima en las
muestras de M a todas las temperaturas de medida (Figs. 2.2 y 2.6), pero, de acuerdo
con las curvas ajustadas (Fig. 2.2), la FN seria mas alta para SP, CH y SC a temperaturas
mas bajas de las medidas, y, para esta ultima poblacién, también a temperaturas mas
altas. Todas las poblaciones mostraron valores parecidos de RO a bajas temperaturas
(Fig. 2.2), las tasas que empiezan a diferenciarse a partir de 15 °C, pues la RO aumenta
de manera exponencial. A 25 °C A tiene la mayor tasa de respiraciéon y SC la mas baja.

Cuando se representa la curva de luz completa a la temperatura 6ptima empirica
de cada poblacién (10 °C para SP, CH, SCy M, y a 15 °C para A, CL y K, Fig. 2.3a) es
posible observar que M tiene de nuevo la mayor tasa cuando los datos se expresan en
funcion de peso seco, a todas las intensidades luminicas desde 100 pmoles de fotones
m-2s-1. Ninguna poblacién, a excepcién de K, muestra saturacién a 1200 umoles de
fotones m-2s-1, la mayor PPFD utilizada para estas curvas. Este comportamiento puede
considerarse caracteristico de liquenes polares y alpinos (Green et al, 2008). Las
curvas de luz con valores calculados en funcién de superficie o de cantidad de Chl
muestran distintos patrones (Fig. 2.3 b y c). K sigue teniendo el menor rendimiento,
pero M ya no es el que muestra los valores mas altos, especialmente en los calculados
en funcién de Chl. Todas las poblaciones muestran un aumento del Pc segliin aumenta
la temperatura, un cambio impulsado por la respuesta sensible de la RO a la
temperatura (Tablas 2.4 y 2.5). K tiende a tener valores mas altos, y SC mas bajos. El
Ps muestra una fuerte tendencia a ser menor a bajas temperaturas y existe un maximo
real en A (@ 20 °C) y CH (a 15 °C). Algunas diferencias de las existentes entre las
poblaciones son estadisticamente significativas: SC tiene un Pc y un Ps mds bajos que
CHal0y15°CyqueSPal0°C,ytambién un Pc menor que el de CH a 20 °Cy el de
SP a 25 °C, mientras que el Pc de CH a 15 °C es significativamente mas alto que en Ky
M, y su Ps es mayor que cualquiera de los demas a 15 °C.
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Fig. 2.2: Amax (linea continua, fotosintesis neta a 1200 pmol fotones m-2 s-1) y RO (linea discontinua, 0 pmol
fotones m-2 s-1) en el rango de temperaturas medidas. Los datos estan ajustados a una ecuacion de segundo
grado (r2 siempre >0.95).

Localidad Amax 0°C Amax 5°C Amax 10°C Amax 15°C Amax 20°C Amdax 25°C

K 0.96+0.062  1.92+0.042 2.92+0.1a 2.9+0.14« 2.22+0.242  0.78+0.15a
M 3.78+0.17¢  5.4+0.07bc  8.17+0.43> 6.49+0.1P 7.77+0.3b 6.61+0.27¢
CH 3.41+0.17bc 5,18+0.31b 6.13+0.723 5.16+0.26bc 4.57+0.433b 2,95+0.21ab
A 2.1+0.12 3.09+0.142  4.38+0.172b 4.44+0.13bc  4.09+0.142  2.26+0.18ab
CL 1.81+£0.12a  2.31+0.222 3.68+0.3a 4.53+0.2 bc 3.27+0.282  2.18+0.283ab
SC 2.16+0.05ap 3.28+0.092c 4.33+0.193b 3.73+0.3 ¢« 4.17+0.17a  3.87+0.23°%
SP 1.8+0.112 2.37+0.152  3.08+0.12a  2.13+0.0723d 2.38+0.242 1.64+0.22b

Tabla 2.2: Amax (tasa de asimilacién maxima), en ymol CO:z kg-! s-' a cada temperatura de medida. De aqui
en adelante, a menos que se especifique lo contrario, los valores son la media = SE para n=4 en cada
localidad, las localidades que comparten letra no son significativamente distintas para p<0.05, segln un
ANOVA seguido por un test post-hoc Tukey’s HSD.

Localidad Topt(°C) Tci(°C) Tcs (°C)  Area

K 12.47 -2.29 27.23 55.57
M 15.74 -5.23 36.71 175.42
CH 11.79 -6.41 29.98 126

A 13.3 -4.17 30.76 92.73
CL 13.7 -3.58 30.97 80.84
SC 16.29 -6.54 39.12 96.63
SP 12.15 -6.53 30.83 63.81
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Tabla 2.3: El éptimo de temperatura de la
fotosintesis (Topt) se ha calculado como el
punto en el que la derivada de la funcién se
hace cero. Los puntos de compensacién de
inferior (Tcs y Tci
respectivamente) son los puntos de corte de la
pardbola con el eje de abscisas. El area se
calcula mediante integracion de la funcién entre
0y 25 °C.
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0 200 400 600 800 1000 1200
PPFD (umol photons/m2 s)
Loc. Pc0°C Pc5°C Pc 10°C Pc 15°C Pc 20°C  Pc 25°C
K 60+3* 86+0.4* 105+2* 83+3a 180+3* 584+54*
M 29+2 44+1 64+2 77+22 14411 188+6
CH 39+3  60+3 121+11a 178x16> 187+8a 196+16
A 44+2 60+2 845 101+4 161+9 183+5
CL 64+6* 84+5* 114+8* 97+5 186+9* 297+21*
SC 25+1 39+4 54+3b 62+5a 90+6b 132+9a
SP 39+3  67+5 130+4a 97+3 180+5 261+10b

Tabla 2.4: Puntos de compensacién de luz (Pc, en pmol fotones m-2s-1) a todas las temperaturas de medida.
Las letras indican las diferencias significativas entre las localidades a cada temperatura. * indica los valores
excluidos del andlisis estadistico por las razones detalladas en la seccién de Material y métodos.

La Fig. 2.4 muestra las curvas de luz de todas las poblaciones a todas las
temperaturas de medida: 0, 5, 10, 15, 20 y 25 °C. El aumento de los puntos de
compensacién de luz segin aumenta la temperatura es claro. La falta de saturacién
también es obvia en la mayoria de las curvas de temperaturas superiores a 5 °C,
excepto en el caso de K.
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Fig. 2.4: Curvas de luz de cada
poblacién a todas las
temperaturas de medida. PPFD
en umoles de fotones m-2s-1.

Las barras indican el error
estandar (n=4).




Como el IPE (indice de peso especifico, en g de peso seco por m2 de superficie)
difiere significativamente entre poblaciones (Taba 2.6), esto provoca que los valores de
Amax tengan distinto patrén segun si se calculan por peso o por area (Fig. 2.5) Ocurre
lo mismo con el contenido de Chl (Fig. 2.10). Es notable que la poblacién K siempre
tiene la menor actividad fotosintética, independientemente de en funcién de qué se
calcule Amax. Hay, sin embargo, diferencias interesantes en otras poblaciones. La mas
destacable es la inversién que tiene lugar entre M y CL: cuando Amax se calcula en
funcién de peso seco, M tiene siempre la mayor productividad, y es significativamente
mas alta que SP y K, y claramente (aunque no significativamente) mas alta que CL. Las
tasas en funcién de superficie son muy parecidas entre CL y M, sin embargo. Pero,
cuando se hace el calculo en funcion de cantidad de Chl, CL tiene una tasa mas alta (no
significativamente) que M, mientras que el resto mantienen valores similares. El IPE es
significativamente mayor en SC comparado con el resto de poblaciones excepto CL y
CH, mientras que el valor de K es significativamente menor que CL, CH y SC. Cuando
todos los valores de peso seco y superficie se analizan juntos, la relacién entre ellos no
es significativa (p=0'44), pero se convierte en significativa (p= 0’04, r2= 0’42) cuando
los valores de SC se excluyen de la regresién lineal (Fig. 2.7).

Loc. Ps 0°C Ps 5°C Ps 10°C Ps 15°C Ps 20°C_ Ps 25°C Tabla 2.5: Puntos
K 340+19 481+6 549+7 367+92 641+4 756=50 de saturacion de
M 260+10 450+11 561+24 489+11a 687+41 765+15 luz (Ps, en pmol
CH 407+19 537+20 725+28a 820+40b 752+9 647+32 fotones m-2s-1) a
A 307+24 423+14 518+24 541+152 663+24 604+21 todas las

CL 477+29 565+17 67320 578+19a 741+15 827+24 temperaturas de

SC 259+17 364=31 436+17> 378+92 503+21 593+147 medida.
SP 283+17 473+23 715x112 454+112 661+17 766+28

Las poblaciones mantienen sus posiciones relativas a todas las temperaturas
(s6lo se muestra la Amax por peso seco, Fig. 2.6) e independientemente de la base
utilizada para el calculo de Amax.

Loc. TSW (g/m?) o
K 177.8+5.34a Tabla 2.6: Indice de

M 265.03+7.76 ¢ peso especifico del
CH 336.94+19.86bc  t@lo (IPE, en g m=)de
A 270.68+6.3 a t%dbﬁclia;snes

CL  361.92+5.57% :

SC  450.06+6.71b

SP 311.74+18.28

La RO y FB calculadas en funciéon de peso seco, drea y Chl se muestran en la Fig.
2.5. El valor mas alto de RO lo muestra K en funcién de peso seco y Chl, mientras que
los valores tendian a ser mas parecidos en funcién de superficie. En las graficas de
barras las poblaciones estan organizadas por orden creciente de latitud absoluta (sin
tener en cuenta a qué hemisferio pertenecen) y es interesante ver la tendencia
aparente a mostrar valores mas bajos de Amax (por peso seco) a latitudes mayores.
Esta tendencia es alin mas visible en FB.
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El coeficiente de eficiencia fotosintética (KF) se muestra en la Fig. 2.8 y la Tabla
2.7. Ninguna poblaciéon mostraba su maximo valor de KF a la temperatura éptima. Por
el contrario, CL, CH, SC y M tenian su maximo KF a 0 °C, mientras que K, Ay SP lo
tenian a 5 °C. Sin embargo, todas mostraban el valor mas bajo de KF a 25 °C, como era
de esperar, debido a la alta tasa de respiracién a esa temperatura. K tenia el valor de
KF mas bajo a todas las temperaturas y M normalmente el mas alto.

pmol CO2/kg-s pmol CO2/m?2-s mg CO2/mg Chl-h

4 b ab

ch cd.ac 4 cd !

b

K M CH A CL sC sp K M CH A CL sC sp

Fig. 2.5: Amax, RO y FB calculados por peso seco (izquierda), superficie (centro) y Chl (derecha). De aqui en
adelante, y a menos que se indique lo contrario, las barras marcan el error estandar (n=4), las letras
diferentes indican diferencias significativas para p<0.05 por ANOVA seguido del test post-hoc Tukey’s HSD.

Fig. 2.6: Amax en
funcién de peso seco
(no se muestran las
diferencias
significativas).

Mmol CO,/kg-s

0°C 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C
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Loc. KFO KF5 KF10 KF15 KF20 KF25 KFmax

K 2.3+0.18 2.4+0.158 2.3+0.03%  1.8+0.03> 1.5+0.1bA 1.1£0.03bA 1.8+0.03°
M 5.1+0.128  59+0.228 5.3+0.228 3.3+0.12A 3+0.124 2.3+0.124 5.3+0.22
CH 5.5+0.228 4.7+0.2280  3,8+0.2CP 3+0.1 acAC 2.1+0.1 beA 1.6+0.04 ~ 3.8+0.2d
A 3.2+0.2b8  3.3+0.] bet 3.1+0.1 biC 2.5+0.2 2+0.02 beaC 1.42£0.04 A 2.5+0.04bd
CL 3.9+0.28 3.4+0.2 b8 3.2+0.1 bBC 2.9+0.1 8¢ 2+0.1 beac 1.4=0.1bA 2.9+0.1 be
SC 4.9+0.128  4,7+0.2 acB 4+0.1 8C 3+0.2 acAC 2.6x0.1aAC  2.2+0.12A 4+0.7zc

SP 3.3+0.1b¢  3.,6+0.1 beB 3.1+0.1 b8 2+0.1bcA 1.7+0.04 bA 1.4+0.04 bA 3.1+0.1 be

Tabla 2.7: Coeficiente de eficiencia fotosintética (KF= (FN+RO)/RO) a todas las temperaturas. KFmax indica
KF a la temperatura 6ptima empirica para Amax. Las minusculas indican diferencias entre poblaciones y las
mayusculas indican diferencias dentro de cada poblacién.
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Fig. 2.7: Regresién lineal simple entre superficie y peso seco, con todos los valores juntos (izqda.) y

excluyendo la poblacién SC (dcha.).

Fig. 2.8:
Representacién grafica
de la Tabla 2.7. Las
diferencias
estadisticamente
significativas se
muestran alli.

KFO

KF5 KF10 KF15 KF20 KF25

Relaciones hidricas

Los datos de T50, T20, contenido hidrico maximo por peso seco (CHM) y por
superficie (CHMA) se muestran en la tabla 2.8. La poblacién K tenia un valor de T20
significativamente menor que CL y SC. El CHMA de SC era significativamente mas alto
que el de SP, A y K. Se encuentra un patrén parecido para el contenido hidrico éptimo
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(CHO). M tiene un valor mas alto que SP y A, y, de nuevo, cuando se calcula en funcién
de area (CHOA), el valor de SC es el mas alto y significativamente mayor que Ky A.

Loc. T50 T20 CHM CHMA CHO CHOA

K 38+1 85+3b 256+5 456+182 81+4 146+12a
M 52+1 139+3 254+5 678+23 114+4> 306+16
CH 68+2 180+7 207+3  627+26 75+1 227+10
A 50£2 143+7 185+7 500+18a 58+3a 155+5a
CL 79+4 205+10a 17714 644+24 76+3 276+12
SC 73+£5 203+92 181+4 816+21b 83+3 377+17b

seco (CHO) o por area (CHOA).
SP 60+5 152+9 164+3 502+232a 73+32 231+19

Cuando se enfrentaron todos los datos de CHMA frente a IPE se encontré una
correlacién positiva (r2= 0’62, p<0’0001, Fig. 2.9) que indica que cuanto mayor es el
peso seco por superficie, mayor es la cantidad de agua que puede retener. Lo mismo
sucede cuando se representaron los valores de CHOA frente a IPE, con una correlacion
igualmente positiva y significativa (r2= 0’63, p<0’0001).

Tabla 2.8: Tiempo medio en minutos
necesario para alcanzar el 50 (T50) y
el 20% (T20) del contenido hidrico
maximo (CHM, en % relativo al peso
seco), contenido hidrico maximo por
unidad de area, en g H20 m-2 (CHMA),
contenido hidrico 6ptimo por peso
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R?= 0.62 R?= 0.63
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Fig. 2.9: indice de peso especifico (IPE, en g m-2) vs. contenido hidrico maximo por area (CHMA, en g H.0 m-
2 a) y vs. contenido hidrico éptimo por area (CHOA, en g H.O m-2, b) de todos los datos juntos.

Componentes subcelulares

El contenido en Chl difiere entre localidades (Fig. 2.10), pero en general no
existen diferencias notables, ni por peso seco ni por area. Sin embargo, cabe destacar
el valor sorprendentemente alto de Chlb en K, que tiene el valor mas bajo del cociente
Chla/Chlb (Tabla 2.9), mientras que CH tiene el mayor. El alto contenido en Chlb de las
muestras K le hace tener uno de los valores mas altos de Chl por peso seco, aunque es
el mas bajo cuando ésta se calcula en funcién de superficie. M tiene el mayor
contenido en Chl total, principalmente a causa de su alto contenido en Chla, aunque el
valor de Chlb también es mayor que en otras poblaciones.

En lo que respecta a los marcadores flngicos, el Erg muestra poca variabilidad
entre poblaciones (Fig. 2.11), con la excepcion de M, cuyo contenido en Erg por peso
seco es el mas alto. Lo mismo sucede en el caso de la quitina, donde SC muestra el
valor mas alto, tanto por peso seco como por superficie, y le proporciona a esta
poblacion el cociente mas alto Quit/Erg, significativamente mayor que K, CL, Ay M.
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Fig. 2.10: Chl a, b, y Chl total calculadas en funcién de peso seco (izqda.) y de
superficie (dcha.).

Loc. hl
Koc ]C 3:/[; 06 Tabla 2.9: Cociente
—+ a
B Chla/Chlp.
M 3.3+0.04 bd
CH 4.25+0.27 4
A 2.01+0.04 2
CL 3.77+0.15 «
SC 3.12+0.07 bd
SP 2.32+0.03 abc
2,5
\i@ cd
600
2,01
o' 400 3
> Q
E 1,0 4 3r\)
200
0,5 1
0,0 4 0
101
r 4000
s
g o 30003
> Q
E 2000 3N

r 1000

- b K M CH A CL SC sP
Quit/Erg

Fig. 2.11: Ergosterol (Erg,
arriba), quitina (Quit, centro)
y cociente Quit/Erg (abajo).

Nétese la diferencia de
escalas.

K M CH A CL sC SP

El andlisis de aminodcidos se muestra en la Fig. 2.12, donde se puede ver un
contenido total de aa bastante parecido en todas las localidades. Sin embargo, la
composicion no es tan parecida, pues la proporcion de arginina es significativamente
mayor en SP que en el resto, excepto CL.
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Los resultados del andlisis elemental y NH4+ se pueden ver en a Fig. 2.13. El
nitrégeno total en funcion de peso seco es maximo en M y minimo en SP. EL patrén es
parecido para el NHs*, aunque las diferencias son mds marcadas en este caso. El
cociente C/N es maximo en SP y minimo en M, porque los valores de C son muy
similares entre las poblaciones (Tabla 2.10). SC muestra los valores mas altos cuando
el calculo se realiza en funcion de superficie.

La Tabla 2.11 y Fig. 2.14 muestran los resultados del analisis de azlcares. El
contenido total en azucares (en funcién de peso seco) fue maximo en M y minimo en
K. Curiosamente, este patrén se invertia cuando se consideraba el cociente
ribitol/manitol, lo cual quiere decir que en M la cantidad de este azucar fungico es
mayor en proporcién al ribitol algal que en K. Sin embargo, esto no se observa en el
cociente ribitol/(manitol+arabitol), incluso aunque el arabitol no muestra diferencias
significativas entre las poblaciones (Tabla 2.11). El contenido en azucares calculado en
funcion de superficie es maximo en SC.

8 Tota@ 0
r 2500
6
r 2000
2
o r 1500 =
£’ 3
F 1000
2
r 500
0 -0
K M CH A CL SC SP
61 Fig. 2.12: Contenido total
de aminodcidos en pmoles
4 por g peso seco (arriba
izqda.), pmoles por m?2
5 (arriba dcha.), y % de Arg
respecto al contenido total
de aa (abajo izqda.).
0l
K M CH A CL SC SP
Loc. C N C/N NH4*
K 413+0.6°  11.07+0.23% 37.58+0.79  0.22+0.001b Tabla 2.10: Contenido de Cy
M 401+0.5bc  14.67+0.21b 27.43+0.352 0.6+0.022 N en mg/g, cociente C/N y
CH  401£1.3b  12.46+0.575 33.54=1.632 0.26+0.01b contenido de NH.*, en
A 410+0.2x  10+0.07x 40.96+0.31b  0.39+0.02 umoles por g de peso seco.
CL 411+0.72d  9.68+0.67 ac 43.55+1.75bc  0.3+0.02 bec
SC 400+0.5b 11.13+0.062c 35.9+0.19 0.53+0.03
SP 403+0.6bd  8.85+0.193 45.88+0.99b  0.2+0.01°
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Fig. 2.13: Contenido total de N
en mg por g peso seco (arriba
izqda.) y mg por m2 (arriba
dcha.), NHs4* contenido en
umoles por g peso seco (centro
izqda.) y pmoles por m2 vy
cociente C/N (abajo).

Loc.  Tot. azucares Ribitol Manitol Arabitol rib/man rib/man+arab
K 7.88+0.592 1.12+0.07 1.73+0.12b 2.98+0.26 0.65+0.0024 0.24+0.0042
M 28.48+0.42b 2.7+0.05 10.42+0.282 3.34+0.08 0.26+0.0Tac 0.19+0.004
CH 21.44+0.58 1.77+0.15 10.04+0.28= 1.33+0.08 0.17+0.01bc 0.15+0.009
A 15.62+0.16 1.93+0.02 6.01+0.16 2.84+0.13 0.33+0.01a 0.22+0.0032
CL 23.11+1.65 2.22+0.08 8.36+0.53 4.4+0.31 0.28+0.01ab 0.18+0.01

SC 22.39+0.33 1.46+0.09 9.13+0.092 1.58+0.06 0.16+0.01¢ 0.14+0.008b
SP 22.8+2.22 1.94+0.23 9.37+0.982 5.64+0.89 0.2+0.01bc 0.13+0.001P

Tabla 2.11: Contenido total de azucares, ribitol, manitol y arabitol, en mg/g. Cociente ribitol/manitol y
cociente ribitol/manitol+arabitol.

El acido girofdérico es el compuesto secundario mas abundante sintetizado por
esta especie, pero, de acuerdo con la bibliografia, no esta siempre presente (Lgfall &
Timdall, 2005). No se encontré en ninguna muestra de K, SC y M y estaba presente
so6lo en la mitad de los ejemplares de CL y SP. Sin embargo, todas las muestras de CHy
A lo tenian en grandes cantidades (Fig. 2.15).
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AzUcares totales b

d Rlb/man K M CH A CL SC SP

Fig. 2.14: Contenido total de
azlicares en mg por g peso seco
(arriba izqda.), mg por m2 (arriba
dcha,) y cociente rib/man (abajo
izqda.).

Medidas de fluorescencia

Los resultados de las curvas de induccion y recuperacién se muestran en las Figs.
2.16 y 2.17 y en la Tabla 2.12. Las poblaciones se distribuyen en dos grupos: el
primero esta formado por K, CL y SP, con valores mas bajos de rendimiento, mientras
que en el segundo, formado por CH, A, SC y M, los valores eran practicamente
idénticos y mostraban una excelente recuperacién (Fig. 2.16). La parte de induccion
mostraba mas diferencias entre ellas, como puede verse en la Tabla 2.12, aunque en
general existen diferencias significativas entre los dos grupos, pero no dentro de ellos.
Sin embargo, este patron es bastante diferente si nos centramos en los valores
relativos de estos parametros (Fig. 2.17). Los dos grupos ya no son distinguibles,
porque la mayor diferencia entre ellos procedia del valor inicial de Fv/Fm, pero la
recuperacion de este valor es excelente en casi todos los casos. Cuando los valores se
refieren a ese primer valor de Fv/Fm la diferencia desaparece. La Unica poblaciéon con
distinta respuesta es SP, con valores significativamente mas bajos que el resto. SCy CL
también mostraron diferencias significativas comparadas con M en el ultimo punto de
la seccion de induccién (PYi), con los valores mas bajos, al igual que en el primer punto
de la recuperaciéon (PYr). El valor de PYi de K es significativamente mds bajo también
gue M, pero luego no hay diferencias ni en PYr ni en el valor final PYf, como ocurre
también con SCy CL.
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Fig. 2.15: Acido giroférico en
unidades de 4rea arbitrarias
por peso seco. No se aplicod

30 1

2 ningun test estadistico, al no
2 20 — JORT
g haber suficientes réplicas.
10 1
0
K M CH A CL SC SP
Fv/Fm = 100% seccion de recuperacion a
e 100 A seccion de induccién
o — Fig. 2.16: (a) Diagrama explicativo de
> . .
'-r: 80 los parametros obtenidos en las
<! curvas de induccién y recuperacién
|9} . . e .
2 del rendimiento cuantico del FS I
§ 60 - (dFSI). Dichas curvas vs. tiempo en
S minutos: (b) con barras de error (n=
<
KL 40 8 a 12), (¢) sélo las lineas para
€ 7 - L.
5 facilitar la comparacion. Las flechas
o indican el comienzo de la curva de
L 201 recuperaciéon. Ver detalles en la
R seccion de Material y Métodos.
0 .
Fv/Fm PY1 PYi PYr PYf
0,7 b C
0,6 -
=05 A
o
e
0,4 1
0,3 A
4 pags 4
0,2 . . . . . . . . .
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
t (min) t (min)
Loc. Fv/Fm Y1 Yi Yr Yf

K 0.51+£0.03» 0.3+0.06° 0.32+0.06° 0.45+0.02¢P 0.5+0.02°b

M 0.64+0.032 0.42+0.062 0.5+0.062 0.59+0.032 0.62+0.032

CH 0.64+0.062 0.44+0.082 0.46+0.072 0.58+0.052 0.63+0.052

A 0.63+0.032 0.44+0.052 0.47+0.042 0.56+0.042 0.62+0.032

CL 0.57+£0.08> 0.32+0.06°b 0.38+£0.05bc  0.49+0.08P 0.56+0.08"

SC 0.64+0.032 0.41+0.062 0.44+0.052c  0.56+0.042 0.63+0.032

SP 0.56+0.04>  0.37+0.07 0.33+0.05°P 0.44+0.05°P 0.54+0.03 b

Tabla 2.12: Valor inicial del rendimiento cuantico del FS Il (Fv/Fm). Y1es el ®FSIl cuando se aplica el primer
pulso de saturacion tras el inicio de la luz actinica, Yi es el ®FSll al final de la curva de induccién (pulso 14,
ver M&M), Yr es el primer ®FSIl tras el inicio de la fase de recuperacién (pulso 15) e Yf el rendimiento al final
de la recuperacién (pulso 20) (n=12).
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Andlisis estadisticos

Hicimos regresién multiple para encontrar una ecuacion que explicara la varianza
de Amax por peso seco, medida para cada poblacién a la temperatura y contenido
hidrico éptimos y maxima irradiacion (1200 pmol de fotones m-2 s-1). Los resultados
se muestran en las Tablas 2.13 y 2.14. La diferencia entre ellas es que en el analisis
representado en la Tabla 2.14 se excluye K.

F p Varianza  Coeficientes Tabla 2.13: Resultado de la regresion
explicada multiple donde Amax es la variable de
Modelo 10.66 <0.0001 78.04 respuesta a los efectos de C/N, Chla,
Efectos rib/man, Precipitacion, Tm, TM, y Latitud.
Térm. indep. 0.0202 0.888 0.609 Se muestran los valores de F, la
C/N 1.6012 0.222 5.19 -0.074 significaciéon estadistica (p) y el porcentaje
Chla 9.7364  0.006** 31.56 4.0164 de varianza explicada por el modelo y por
Precipitacién  0.0889 0.769 0.29 0.0003 cada variable, asi como los coeficientes de
Tm 0.886 0.359 2.87 0.225 regresion. Grados de libertad: 8,18 para el
™ 0.1406 0.712 0.46 0.142 modelo y 1,18 para cada efecto. ** indica
Latitud 0.3759 0.547 1.22 0.05  0.01>p>0.001.

Table 2.14: Resultado de la regresion lineal

F P Varianza  Coeficientes miultiple con Amax como variable de
explicada . .
respuesta a las mismas covariables que en la
Modelo 11.84 <0.0001 81.72 L
tabla 2.13, pero con la exclusion de la
Efectos .
) poblacién K. Se muestran los valores de F, la
Térm. indep. 2.595 0.128 -11.078 A, oL .
significacion estadistica (p) y el porcentaje
C/N 3.489 0.081- 7.63 -0.111 . .
de varianza explicada por el modelo y por
Chla 15.225  0.001** 33.30 5.613 . . -

L cada variable, asi como los coeficientes de
Precipitacion 2.064 0.171 4.51 0.002 regresién. Grados de libertad: 8,18 para el
m 5.146 0.038* 11.26 0.853 .

modelo y 1,18 para cada efecto. - Indica
™ 0.112 0.743 0.24 0.117 0.1>p>0.05; * indica 0.05>p>0.01; **
Latitud 4.683 0.047* 10.24 0.365

indica 0.01>p>0.001.

La covariable mas importante, que explica mejor la varianza de Amax para todas
las poblaciones es Chla. En cuanto a las variables ambientales, la mayor influencia
parece ser la temperatura media del mes mas frio (Tc). El coeficiente de determinacion
R2 es alto, 0’78 en el modelo con todos los datos, y 0’82 en el modelo donde K se
excluyd. En este ultimo, la latitud tenia una influencia significativa y el cociente C/N
resultd casi significativo. Para las variables metabélicas los valores nulos no tienen
sentido, pues no es posible obtener fotosintesis alguna si no hay Chl o C. Sin embargo,
ya que las variables ambientales si pueden tomar un valor nulo, se permitié el calculo
de términos independientes en la ecuacién, que no resultaron significativos en
ninguno de los analisis. Se hicieron también modelos de regresion lineal multiple para
Amax en funcién de 4rea y de cantidad de Chl. En el primer caso, todas las variables se
recalcularon también en funcién de area (no se muestran estos datos). En este caso, las
variables mas influyentes fueron igualmente Chla y el cociente C/N, éste ultimo casi
significativo. R2 era algo mayor, 0’79, en el modelo completo, mientras que era menor,
0’72, en el modelo sin K. En el dltimo caso, la latitud no tenia influencia en la Amax
por superficie. Cuando la variable respuesta analizada era la Amax por Chl (la Chla se
excluyé del analisis en este caso) ninguna variable resulté ser significativa en el
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modelo completo. Al excluir K, el cociente C/N, Tm vy la latitud resultaron
significativos, aunque el coeficiente de determinacién era mucho mas bajo (0’55).

Efecto de la latitud

El efecto de la latitud se muestra en la Tabla 2.15. Se encontré un aumento de los
coeficientes de correlacion de Pearson, asi como de la significacién, cuando la
poblacion K se excluyé del analisis de correlaciones.

Pardmetros Todas las localidades  Excluyendo K

r p r o Tabla 2.15: Coeficientes de correlacién
Amax -0.06 0.77 Z0.65 0.001% de Pearson (r) y significaciéon de la
FB ~0.26 0.22 ~0.61 0.003%* correlacion  entre latitude 'y los
Chl ~0.58 0.003%* _0.87 0*** parametros indicados, con todas las
Erg -0.26 0.2 _0.77 Q%+ muestras (izqda.) y tras la exclusién de
Total azucares 0.28 0.18 -0.31 0.16 la poblaciéon K (dcha). - Indica
Total aminodcidos -0.35  0.096- ~0.71 0.0002%%* 0.1>p>0.05; ™ indica 0.05>p>0.001;
C/N 036  0.078 0.64  0.001% *** indica p<0.001.
N -0.38 0.06 - -0.71 0.0002***

Modelado de nicho

Tras los andlisis de MaxEnt (Fig. 2.18) llevados a cabo con las condiciones
pasadas, presentes y previstas para el afio 2050, se puede ver que U. decussata tiene
un area potencial restringida a las zonas alpinas y polares (Koérner et al,, 2011). Esta
area potencial era mucho mas amplia en el Gltimo maximo glacial, y parece que las
condiciones futuras causaran su desaparicion de la alta montafia de regiones
templadas y subtropicales, pero su area de distribucion se verda ligeramente
incrementada en zonas polares.

DISCUSION

La plasticidad fenotipica permite a los seres vivos sobrevivir bajo condiciones
ambientales cambiantes y colonizar diferentes habitats. Una respuesta plastica frente
al ambiente parece ser especialmente importante para organismos sésiles, que crecen
despacio y en los que no existen procesos homeostaticos complejos (Pintado et al/.,
1997; Sultan, 2000).

A pesar de las grandes diferencias en las condiciones ambientales de los lugares
en los que Umbilicaria decussata crece (Fig. 2.1) y que son en si mismas una indicacién
de su habilidad de adaptacion, la presencia de esta especie siempre indica condiciones
alpinas. No se encuentra en los ambientes mas bajos y mas suaves, probablemente
porque su balance de carbono no seria favorable en esas condiciones. Al estar
presente en casi todos los lugares considerados alpinos (sensu Koérner et al.,, 2011) de
todo el mundo, es una especie muy representativa de estos habitats, y, de esta
manera, el retroceso de esta especie indicaria de manera fiable el retroceso del habitat
alpino, siendo un marcador muy util de la pérdida de habitats alpinos. De ahi la
importancia de entender su comportamiento ecofisiolégico y su respuesta a los
cambios.
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Fig. 2.18: Nicho potencial de Umbilicaria decussata, tras los analisis con MaxEnt con valores de variables
ambientales correspondientes a la dltima glaciacion (arriba), presentes (centro) y futuros (abajo).

En este estudio pretendiamos comprobar si Umbilicaria decussata tenia un
comportamiento diferente en las siete localidades muestreadas, de diferentes puntos
de su distribucidon templada y tropical, y, si no era asi, evaluar la amplitud de los

rangos fisioldgicos de esta especie.
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El resultado mas sorprendente de este estudio es la correlacién mas o menos
marcada entre la latitud y algunos de los parametros medidos. Estos son: aumento de
Amax y FB, Erg, Chl, aa, N y azlcares en latitudes bajas; e incremento del cociente C/N
en latitudes altas. Los patrones eran siempre mas claros cuando se excluia K (Tabla
2.15), situacion en la que las correlaciones con todos los pardmetros anteriores
resultaban mas significativas, con la Unica excepcion del contenido en azlcares. La
inclusion de K en los datos utilizados para la regresidon es con seguridad la causa de
que la latitud no resulte significativa en el modelo de regresiéon (Tabla 2.13), pues al
eliminar esta poblacién la latitud si tiene una influencia significativa. Este resultado
contrasta marcadamente con la ausencia de patrones latitudinales en distintas especies
de Cladonia (Lechowicz & Adams, 1979), pero estd de acuerdo con otros estudios
donde se encontraron tendencias latitudinales (Schipperges et al., 1995; Sancho et a/.,
2000). Estos ultimos estudios se hicieron dentro de un gradiente latitudinal
restringido, con menos poblaciones y siempre incluyendo muestras polares. En el
presente estudio hemos podido ampliar el rango a los trépicos. Si hubiéramos incluido
datos polares es mas que probable que la tendencia se hubiera mantenido, segln se
puede deducir de nuestros datos y de las medidas hechas con U. decussata de la
Antartida (Lange, 1965; Green et a/, 2011b). Curiosamente, Green et al (2011b) no
encontraron ninguna diferencia en la tasa de FN entre dos poblaciones antdrticas de
esta especie separadas por 22° de latitud, lo que explicaron como resultado de la
mayor importancia del microclima que del macroclima.

La gran pregunta que surge de este estudio es qué esta realmente detras de la
respuesta a la latitud. Como se ve en la Tabla 2.15, a menor latitud, mayor Amax, FB,
Chl, Erg, Taa y N. Hemos visto la influencia que tienen la Chla y la temperatura en la
productividad. Una temperatura mas alta cuando los liquenes estan activos les
proporcionaria un rendimiento fotosintético mas eficiente (mayor KF) siempre y cuando
la temperatura permaneciera dentro del rango subéptimo que experimentan
habitualmente en el campo (Schroeter et al., 1995; Green et al., 1995). Esto posibilita
un metabolismo mas activo, que, combinado con un nivel de N mas elevado, lleva a las
altas cantidades de azucares, aminoacidos, pigmentos y otros que hemos observado
en este gradiente. Se ha demostrado que el limite de bosque, y por tanto el comienzo
de la zona alpina, siguen aproximadamente una isoterma de temperatura media a
todas las latitudes (Kérner & Paulsen, 2004). En nuestro analisis, la temperatura mas
influyente resultdé ser la media del mes mas frio (Tabla 2.14) y no la del mes mas
calido. Esto puede sugerir que el invierno es el momento clave para estos organismos,
ya que es una época fuera de la estacion de crecimiento en si y la posibilidad de
activarse en esa temporada puede suponer una diferencia importante. La longitud del
periodo de actividad tendria una gran influencia en la efectividad de todos los factores
que a su vez influyen en la productividad. Un periodo activo mas largo explicaria
facilmente la mayor productividad y cantidad de metabolitos, pero el momento en que
los liquenes estdn activos puede ser también importante, v.gr., estar activos durante
noches calidas puede provocar importantes pérdidas respiratorias (Lange, 2003a;
Reiter et al, 2008). Al ser organismos poiquilohidros su tiempo de actividad esta
limitado por la disponibilidad de agua. Las condiciones climdaticas mdas constantes que
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existen hacia el Ecuador proporcionan a las plantas una estacion de crecimiento mas
larga (Koérner & Paulsen, 2004). La presencia frecuente de la niebla puede proporcionar
también periodos de actividad mas largos, gracias a la humedad que suministra, y
también a la proteccion frente al sol, que de otro modo, provocaria la rapida
deshidratacién de los talos. En las regiones templadas con un fuerte contraste
estacional la niebla aparece sélo en determinadas épocas del afio, mientras que en
zonas tropicales puede formarse todos los dias. El contraste de temperaturas entre
invierno y verano es muy importante también. En zonas tropicales de alta montaia el
régimen de temperaturas puede ser muy adecuado para el crecimiento de los liquenes,
pues las temperaturas durante el dia tienden a ser mas altas, permitiendo una buena
productividad fotosintética, mientras que por la noche suelen ser bajas, lo cual
minimiza la pérdida respiratoria de carbono. En regiones templadas las temperaturas
pueden ser muy altas en verano, también durante la noche, provocando una
importante pérdida de carbono por respiracién. En invierno la mayor parte de la
precipitacidon es en forma de nieve, lo cual impide que el agua sea disponible para la
fotosintesis. En zonas mediterrdneas no hay fotosintesis en verano debido a la
caracteristica sequia estival. Esto limita mucho el periodo de actividad. De hecho,
Korner & Paulsen (2004) midieron una estacién de crecimiento mas corta en zonas
mediterraneas que en zonas boreales.

¢Cudles son las razones de la exclusién de K de este gradiente? Es posible que las
muestras estuvieran dafadas antes de su estudio en el laboratorio. El dafio podria
haber ocurrido durante el transporte del campo al laboratorio. O las muestras podian
haber estado ya danadas cuando se recogieron. O ambas cosas. Al ser un liquen
alpino, se esperaria que U. decussata fuera muy tolerante a la desecaciéon, pero no
todos los liquenes pueden hacerle frente de manera eficaz. Green et al. (1991)
mostraron una alta mortalidad de Pseudocyphellaria dissimilis cuando se exponia a
periodos cortos al 5-16% HR. Esta especie, procedente de bosques de lluvia resulto ser
menos tolerante a la desecacion que los propios liquenes acuaticos. Coxson (1987)
también observé la extremada sensibilidad a la deshidrataciéon de Cora glabrata (bajo
Cora pavonia), un basidioliquen de la zona de nieblas de un volcan tropical. Sin
embargo, muestras de la misma especie (bajo Dictyonema glabratum) recuperaron
actividad fotosintética tras una desecaciéon completa (Larcher & Vareschi, 1988),
demostrando diferentes tolerancias a la deshidratacién dentro de una misma especie.
A pesar de las diferencias obvias entre un cloroliquen alpino y un basidioliquen o un
cianoliquen de un bosque de lluvia, al venir de un ambiente neblinoso, nuestra
poblaciéon K puede haber sufrido mas que otras los efectos de la desecacién previa a la
congelacion y las medidas. Esto se ve apoyado por los bajos valores de IPE de estas
muestras, que sugieren que el liquen vive en un ambiente hiumedo (ver mas abajo), y
no requiere por tanto la inversion de recursos en el reforzamiento de la estructura
talina. No podemos descartar la posibilidad del dafio previo a la recoleccion de estos
talos. Los bosques del Kilimanjaro se encuentran en regresién debido al cambio de los
usos tradicionales del suelo, la tala y el fuego, especialmente desde el comienzo de la
década de los 60 del siglo pasado (Soini, 2005). Se ha establecido que el uso del suelo
en las proximidades de la regién montana altera los pardmetros de circulacién de las

71




masas de aire generados por la topografia, asi como la temperatura y humedad de las
masas de aire bajas que desembocan en la formaciéon de nubes (Lawton et a/., 2001;
Nair et al, 2003). Este hecho se ha relacionado con los diferentes cambios
experimentados por la precipitacién y el régimen de lluvias en el limite de bosque y en
la cumbre (Hemp, 2009; Fairman et a/., 2011). De esta manera, la vegetacidon de esta
region sufre los rapidos cambios en el régimen hidrico (Hemp, 2009). Por tanto, esta
poblacién de U. decussata podria encontrarse en regresion. Esto se ve apoyado por los
bajos valores de fluorescencia en comparacién con el resto de poblaciones de este
estudio. La buena respuesta en la curva de recuperaciéon puede indicar que el dafio no
se debia a una manipulacion incorrecta antes de las medidas, sino que estaba ya
presente cuando las muestras se recogieron.

Ahora se discutiran en detalle los cambios en los pardmetros medidos que
muestran las poblaciones de estudio.

Intercambio gaseoso y relaciones hidricas

Hemos encontrado diferencias interesantes en la ecofisiologia de las siete
poblaciones de esta especie, que pueden atribuirse a las diferentes condiciones
climdticas en las que vive.

M muestra las mayores tasas de FN, independientemente de la intensidad
luminica o la temperatura, cuando el calculo se hace en funcién de peso seco (Figs.
2.2, 2.3 y 2.5). Esta tendencia no se mantiene con tasas basadas en Chl o area (Figs.
2.3y 2.5), donde los valores se hacen mucho mas parecidos entre poblaciones, con la
excepciéon de K, que siempre tiene el valor mas bajo.

Un talo con mayor cociente superficie/peso (bajo IPE) puede tener una captura de
luz mas eficiente, pues es menos probable que se dé auto-sombreado de las
moléculas de Chl. Con el mismo contenido de Chl en funciéon de peso seco, alcanzaria
mayores tasas de FN por unidad de Chl, pues las moléculas de este pigmento estarian
completamente expuestas a la luz. Pero su capacidad de retencién de agua seria
menor, como se ha visto en este estudio (Fig. 2.9). K posee el talo mas delgado,
teniendo en cuenta que su IPE es el menor (Tabla 2.6), lo que explica parcialmente su
menor rendimiento fotosintético cuando se calcula en funcién de superficie (Fig. 2.5).
Del mismo modo, aunque su contenido en Chl por peso seco es uno de los mayores,
es el menor en funcion de superficie, y una parte importante de esta Chl (el 40%) es
Chlp, lo que resulta en una gran eficiencia en la captacién de luz, pero un menor
transporte de energia (Dale & Causton, 1992). Cuando la FN se calcula en funcién del
contenido de Chl, K muestra el menor valor también, significativamente mas bajo que
el de CL, que tiene un contenido de Chl similar por area, pero mucho menor por peso.
Esto podria indicar que, a pesar del contenido en Chl y su capacidad de captura de luz,
y teniendo en cuenta su talo mas delgado, que descartaria el efecto del auto
sombreado, su Chl podria ser menos eficiente como consecuencia de la degradacion.
Esto se ve apoyado por el cociente de feofitinizacién (PQa, datos no mostrados), que
era el menor en las muestras de K (0’96, cuando el valor 6ptimo esta entre 1’3 y 1’4,

72



segun Garty et al, 1985). Como los procesos de extraccion y de medida fueron
idénticos para todas las muestras, esto sugiere una degradacion previa.

Por otro lado, la alta tasa de FN de M tanto por peso seco como por superficie se
explica en su mayoria por el mayor contenido de Chl de esta poblacién, que indica una
mayor inversidn en el aparato fotosintético (Figs. 2.5 y 2.10). En efecto, su tasa de FN
por peso seco es la mas alta comparada con las otras seis poblaciones, pero no es asi
cuando las tasas se refieren a contenido de Chl. En este caso, los valores son parecidos
para las siete poblaciones. Esto puede deberse a una cantidad de Chl relativamente
constante por centro de reaccion. Pero en la poblacién M podria estar ocurriendo
también un efecto de auto sombreado, que provocaria el descenso de la eficiencia
potencial de la Chl (en este caso los valores de PQa son normales). Asi lo sugiere la
comparacion con la poblacién CL, que muestra valores discretos, con un contenido en
Chl bajo y una tasa de FN no muy alta. Su FN por unidad de Chl es mas alta que la de
M, lo que explica las bajas tasas por peso seco como efecto de la diferencia en la
cantidad de Chl, y también por los valores mas altos de IPE de CL, considerando que
un incremento en IPE se debe en su mayoria al micobionte. Las tasas de FN son muy
parecidas en funcién de darea, aunque M tiene mas Chl por m2. De esta manera, parece
que CL utiliza su Chl disponible de manera mas eficiente, apoyando la hipo6tesis de un
posible auto sombreado en la poblacién algal de M.

En este estudio Tci y Tcs (Tabla 2.3) se calcularon a partir de la ecuacién
ajustada, no son valores empiricos. Ya Lange (1965) demostrd la capacidad de esta
especie para obtener importantes tasas de fotosintesis a bajas temperaturas, y las
poblaciones que parecen ser mas tolerantes al frio son My CH, que tienen la mayor FN
a 0 °C, con una RO parecida. Sin embargo, al menos M parece estar raramente
sometida a temperaturas tan bajas en condiciones naturales (Tabla 2.1). Diversos
estudios indican que los datos de laboratorio son buenos indicadores del
comportamiento de los liquenes en el campo (Lange et a/., 2001; Reiter et al., 2008),
pero no pueden proporcionar ninguna indicacién de la asimilacion real en condiciones
naturales. Por esta razén, estas poblaciones merecerian estudios de campo que
hicieran posible la estimacion precisa de su ganancia de carbono real. Es notable que
SC y SP, las poblaciones con los valores mas bajos de Tci, proceden de los lugares mas
frios, con 160 dias al afio de heladas y 168 con cobertura nival en la estacion
meteoroldgica, situada 500 m por debajo del lugar de recoleccién (datos para SC).
Teniendo en cuenta que en estas dos localidades la precipitacidon es en su mayoria en
forma de nieve (100 dias al afno para SC), es probable que no estén activos durante
mucho tiempo en invierno, no limitados por la temperatura, sino por la disponibilidad
de agua. Sin embargo, parecen estar preparados para la fijacion de carbono en
invierno, aprovechando la fusion de la nieve durante los dias frios, pero soleados, que
no son raros en las montafnas mediterraneas y en los Pirineos. SC es también la
poblacién con el valor mas alto de Tcs, y tiene por tanto el rango mas amplio de
temperatura de actividad (45’7 °C frente a los 29’5 °C de K), seqguida por My SP (41’9 y
37’4 °C, respectivamente). Esto es otra indicacidon de la versatilidad de esta especie,
que se debe ver potenciada en esta poblacion mediterranea, pues los cambios en
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temperatura diurna y HR hacen que los ambientes alpinos sean mas extremos que los
polares (Kappen, 1988). Podemos también hacernos una idea de la productividad
potencial que cada poblacién tendria en el rango estudiado de temperaturas por
comparacion del drea bajo la curva de temperaturas (Fig. 2.2 y Tabla 2.3). SC y SP,
aunque tienen rangos amplios, no son las mas eficientes, porque su productividad no
es tan grande como en otras poblaciones con un rango de temperaturas mas estrecho
(v.gr. CH). Sin embargo M tiene tanto un rango amplio como una alta productividad,
siendo de lejos la poblacién mas efectiva en el rango de temperaturas medido.

SC muestra el mayor valor de IPE, que explica en parte su baja eficiencia
fotosintética por peso seco, pero mucho mayor por unidad de area y de Chl. El grosor
del talo (observacidn personal) caracteriza a esta poblacion, y la distingue del resto en
muchos aspectos influenciando su respuesta fisiolégica de manera marcada.

CL y CH son dos poblaciones geograficamente préximas, en las que la diferencia
en altitud se compensa con la diferencia en latitud (Fig. 2.1). Sus tasas de FN son
bastante parecidas, independientemente de la base de calculo, pero se pueden
observar algunas diferencias. CH siempre muestra valores mas altos de Amax a todas
las temperaturas (Fig. 2.6). Esto se debe en parte al mayor contenido en Chl de las
muestras de CH, pero este patrén se puede observar también en el coeficiente de
eficiencia fotosintética (KF) (Fig. 2.8, Tabla 2.7). Las diferencias, aunque no
significativas, son claramente mas altas a bajas temperaturas, lo que sugiere una
mejor aclimatacién a estas temperaturas en CH, tal como se esperaba. Los efectos de
vivir en un lugar mas alto, y por tanto con un nivel luminico mayor (Kérner, 2007) se
pueden observar también en los valores de compensacion y saturacion de luz (Green et
al.,, 2008). Aunque los valores de CL para temperaturas distintas de 15 °C deben
considerarse con reservas por las razones detalladas en Material y Métodos, es notable
el cambio que se observa en el patron de Pc. A bajas temperaturas CH parece alcanzar
compensacion a menores PPFD, siendo por tanto mas eficaz entre 0y 10 °C; peroa 15
°C es CL la que compensa antes, indicando que vive en un ambiente menos iluminado.
Esto se ve confirmado también por los valores de Ps, significativamente distintos entre
estas poblaciones a 15 °C. Esta respuesta al ambiente luminico se ha descrito en otros
estudios (Kershaw, 1985; Green & Lange, 1991; Green et al., 1997). El valor de Ps de
CH es de hecho significativamente distinto del de las otras seis poblaciones (Tabla
2.5). Aunque hay poblaciones de altitudes similares (SP y SC) o incluso mayores (K y
M), este resultado no es sorprendente; SP y SC proceden de lugares donde las altas
irradiaciones no coinciden apenas con la disponibilidad de agua, por lo que los
liquenes no suelen estar activos a altas PPFD (aunque, como se ha dicho mas arriba, SC
parece estar preparada para aprovechar los dias frios, pero soleados, aunque la
irradiacion no es tan intensa en invierno). M y K crecen en ambientes donde las nubes
y la niebla son frecuentes (Beaman et a/.,, 1962; Duane et al., 2008). A y CL proceden
de localidades a altitud y latitud similares, por lo que no es sorprendente que
muestren un comportamiento fotosintético parecido, con valores similares de Pc, Ps y
rendimiento cudntico aparente (¢) (Tablas 2.4 y 2.5).
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Las dos poblaciones espafiolas, SP y SC, tienen un régimen luminico y
fotoperiodo similares, pero el clima es muy distinto, a pesar de su proximidad. La
principal diferencia radica en el régimen de lluvias, que para SP es mucho mas regular
a lo largo del afio, pues el clima de su zona es realmente eurosiberiano, mientras que
para SC la lluvia es muy rara, si ho completamente ausente en verano, al vivir en una
region con un clima tipicamente mediterrdneo. Ambas poblaciones tienen un
contenido de Chl similar por peso seco; pero por unidad de superficie, aunque la
diferencia no es significativa, el valor de SC es claramente mas alto. Esta diferencia se
explica por el IPE significativamente mayor de SC (450 frente a 311 g m-2), que
permite un mayor almacenamiento de agua y por tanto, un incremento de la longitud
de los periodos de actividad. Lo mismo sucede con la respuesta fotosintética. SC
siempre muestra valores mas altos (Fig. 2.5), pero la mayor diferencie a se encuentra
cuando las tasas se calculan en funcion de drea. Como se puede ver en la Fig. 2.4, el
comportamiento fotosintético frente a la temperatura es similar en ambas poblaciones,
pero SP siempre tiene valores mas bajos de Amax (Tabla 2.2, Fig. 2.6), asi como menor
valor de KF (Tabla 2.7) y mayores Pc y Ps a todas las temperaturas (Tablas 2.4 y 2.5).,
algunos de ellos significativamente distintos. Es por tanto probable que en su
ambiente natural los talos de SC estén activos bajo menores irradiaciones que los de
SP. Todos estos datos, junto con la mayor capacidad de retencién de agua de SC,
llevan a pensar que esta ultima estad mejor adaptada a su ambiente, donde una alta
capacidad de retencion de agua es muy deseable, teniendo en cuenta la irregularidad
de los episodios de lluvia. Esto se ve apoyado por el aspecto mas blanquecino de los
talos de esta poblacion, que no absorben tanta radiacion como los talos mas oscuros,
permitiendo un mayor tiempo de retencién de agua (Sancho & Kappen, 1989;
Valladares, 1993). Pintado y sus colaboradores describieron un comportamiento
diferente entre formas de sol y sombra de Ramalina capitata (Pintado, 1996; Pintado et
al., 1997) asi como de Diploschistes diacapsis (2005), que bien podia aplicarse en este
caso. Ella observo que las poblaciones de exposicion sur de R. capitata mostraban una
mayor capacidad de almacenamiento de agua y un tiempo de retencién mas largo, lo
gue explicé como una consecuencia de la menor duracién de los periodos de actividad
en la cara sur de las rocas, en comparacién con la cara norte, donde las fuerzas
evaporativas son menores. En el caso de D. diacapsis, los autores midieron una tasa de
FN mayor en las poblaciones de sol. Ambas estrategias tienen como objetivo
maximizar la fotosintesis en los periodos de actividad metabodlica mas breves de los
nichos expuestos al sol. También los resultados de fluorescencia indican una menor
eficiencia de SP (Tabla 2.12, Figs. 2.15 y 2.16). Se encontraron valores de rendimiento
cuantico del FS Il significativamente mayores en SC.

La mayor eficiencia (KF, Tabla 2.7, Fig. 2.8) no coincide para ninguna poblacién
ni con la temperatura éptima para la FN ni con la éptima para la FB (temperatura que
no se alcanzé en el rango medido en este estudio, siendo superior a 25 °C). Lejos de
ello, la mayor eficiencia se alcanza, dependiendo de las poblaciones, a 0 o 5 °C. Esto
se debe claramente a la mayor sensibilidad del metabolismo respiratorio a las bajas
temperaturas, comparado con la FN, que aunque también se reduce a temperaturas
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frias, no se ve tan afectada como la RO (Lange, 1965; Schroeter et al., 1994; Lange &
Green, 2005, 2006).

En nuestros datos M y K, que viven como se ha dicho anteriormente, en un
ambiente a menudo neblinoso y nublado (Figs. 2.19 y 2.20), muestran una baja
capacidad de almacenamiento de agua y tiempos de retencién cortos, relacionados
ambos parametros con su bajo IPE, pues no necesitan retener agua al estar ésta
frecuentemente disponible. Puede ser también una estrategia para evitar la irradiacién
excesiva al secarse rapidamente cuando las nubes y la niebla se despejan. Por otro
lado, SC muestra el valor mas alto de retencién de agua por unidad de area, como se
muestra en la Fig. 2.9, y también tiene uno de los tiempos de retencion mas largos
(Tabla 2.8). Esto esta de acuerdo con su IPE y la anterior discusién acerca de las
condiciones ambientales. Podemos inferir que es probable que los eventos de
hidrataciéon sean mas infrecuentes para SC que para M y K. Esto explicaria las menores
tasas de FN que muestra K en comparaciéon con SC (y casi con cualquier otra poblacion,
de hecho). Ademas, K muestra el valor mds bajo de cociente Chla/b, por lo que puede
decirse que se comporta de manera consistente como un liquen adaptado a sombra
(ver mdas abajo). Pero la poblacion M es notable por sus extraordinarios valores en
todos los parametros medidos (ver también mas abajo). Se puede argiiir, de manera
similar a la discusién previa sobre SC, que M tendria estas tasas tan altas de FN como
estrategia para maximizar su productividad durante breves periodos de actividad, pero
esto no es probable en este caso, debido a la baja capacidad de retencion de agua y al
IPE de esta poblaciéon. La lluvia en esta localidad es estacional, extendiéndose el
periodo hiimedo de Mayo a Octubre. Durante este periodo las tormentas son diarias y
se alternan con periodos soleados. Esta poblacion se activaria por tanto todos los dias
durante seis meses. De esta manera, no sélo su periodo de actividad en el campo seria
mas largo que el de la mayoria de las poblaciones, sino que también su FN es mas alta,
debido a su mayor contenido en Chl y a su mayor eficiencia. Esta poblacién parece
hallarse por encima de las demas, debido a la combinacién de unas condiciones
ambientales muy adecuadas, con temperaturas relativamente suaves, poca variacion a
lo largo del afio y un régimen de lluvia muy conveniente. Todas estas circunstancias
aseguran un periodo de actividad largo durante todo el afio en condiciones mas que
adecuadas para el crecimiento y desarrollo.

Como se ha dicho antes, un estudio de seguimiento del microclima y la actividad
de estas poblaciones en sus condiciones naturales proporcionaria informacién muy
valiosa para interpretar estas situaciones.

Componentes subcelulares

Clorofila

La Chla se ha utilizado a menudo como medida de la cantidad de algas en la
simbiosis liquénica (v.gr., Raven, 1992; Tretiach & Carpanelli, 1992; Enriquez et al/.,
1996; Palmqvist et al,, 2002; Dahlman & Palmqvist, 2003; pero véase Strobl & Turk,
1990; Valladares et al., 1996). Los valores aqui obtenidos se encuentran dentro del
rango medido en cloroliquenes boreal-templados (Palmqvist et a/, 2002), asi como en
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especies de Umbilicaridceas (Valladares et al., 1996) (Fig. 2.10). Se ha visto que la Chla
se correlaciona con FN y con RO entre especies (Tretiach & Carpanelli, 1992; Green et
al., 1997; Palmqvist et al., 1998; Palmqvist & Sundberg, 2000; Palmqvist et a/. 2002).
Este hecho llevé a Palmqvist (2000) a sugerir que la demanda de carbono del
micobionte es lo que regula realmente la cantidad y/o actividad del fotobionte, para un
amplio nimero de especies. Palmqvist et al. (2002) mostraron en un amplio estudio
con 75 especies de liquenes, que la capacidad fotosintética parece aumentar mas que
la respiracion con el incremento en Chla, en una respuesta adecuada que implica una
mayor ganancia de carbono para sostener el incremento en respiracion de
mantenimiento de un talo que probablemente tiene mayor contenido en N, teniendo en
cuenta la relacion positiva entre Ny Chla. Hemos podido comprobar por primera vez el
mantenimiento de este patrén dentro de una misma especie de liquen. En efecto, el
coeficiente de correlacion de Pearson entre Chlay RO a 10 °C es r= 0’5 (p= 0°01),
mientras que es r= 0’82 (p= 0) para la regresién entre Chla y Amax (datos no
mostrados). La Chla también se relaciona con KF (r= 0’60, p= 0’001, a 5 °C), como
sugirieron Palmqvist & Dahlman (2006) para la especie foliacea de cloroliquen
Platismatia glauca, pero que no pudieron confirmar, pues carecian de datos de
intercambio gaseoso.

Fig. 2.19: Lugar
de recoleccion
de las muestras
K. Foto: Dr.
Lucia Muggia.

Existen diferencias significativas entre las poblaciones respecto al cociente
Chla/ b, con el mayor valor perteneciente a CH (4’3) y el menor a K (1’'4). Las altas
cantidades de Chlb se han relacionado con el dafio producido por la contaminacion, ya
que la Chla es mas sensible a los contaminantes del aire, y se degrada a feofitinaa con
mayor facilidad que la Chlb a feofitinap (Garty et al,, 1985, 1993; Weissman et al.,
2006). Pero en nuestro caso, no es probable que esto esté sucediendo, pues el Monte
Kilimanjaro esta a 200 km de Nairobi, mientras que el volcan Iztaccihuatl estd a sélo
60 km de Ciudad de Méjico, de modo que es mas probable que el incremento relativo
de Chlp se deba a las condiciones de luz. Esto se ve apoyado por los resultados ya
comentados de Pc, Ps y rendimiento cuantico aparente (¥, datos no mostrados). Este
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ultimo parametro es maximo en K (0'055+0°002 a 15 °C), y minimo en CH
(0’02+0’002), y se relaciona inversamente con Pc y Ps, como mostraron Green et al.
(1997). El alto valor encontrado en K estd provocado por la combinacién de su mayor
tasa de RO con el hecho de que el PC es bastante bajo. Pero, como mostraron Kershaw
(1985) y Palmqvist (2000), los valores altos de ¢ y bajos de PS son indicadores de una
Amax baja. De esta manera, aunque sus tasas de FN son las mdas bajas, esto se ve
compensado por su eficiencia aparentemente mayor, que permite a esta poblacién
alcanzar sus tasas maximas a menores intensidades luminicas. Todos estos hechos
indicarian un habitat mas iluminado para las poblaciones con valores mas altos de
cociente Chla/ b, Pc, Ps y valores mas bajos de ®. De hecho, el habitat de K tiene un
40% de dias nublados a mediodia (Duane et al, 2009), reduciéndose
considerablemente de esta manera la irradiaciéon en el momento mas luminoso del dia.
Por tanto, como se ha dicho arriba, podemos considerar a K una poblacién aclimatada
a sombra. M tiene también valores de ¢ bastante altos (0'04+0°001 a 15 °C), y un Pc
menor que el de K (Tabla 2.4), lo que, anadido a su menor RO, hace de ésta una
poblacién mas productiva, conduciendo a un incremento de Ps, como explican
Kershaw (1985) y Palmqvist (2000). Esto significa que, incluso aunque su habitat se
describe como neblinoso, parece estar adaptada para aprovechar los momentos en que
la niebla se aclara y hay mayor luz disponible.

Fig. 2.20: Volcan
Iztaccihuatl,
donde se
recogieron las
muestras M.
Foto: Sarah
Leen. O 2005
National
Geographic
Society.

Ergosterol y quitina

Los valores de ergosterol (Erg) eran similares en nuestras poblaciones y estaban
dentro del rango para liquenes folidceos boreales-templados (Palmqvist et a/., 2002),
con la excepcion de M, que mostraba el valor mas alto y significativamente distinto de
otras 4 poblaciones. La cantidad de quitina también entraba en los valores normales
(Palmgqvist et al., 2002), pero en este caso era la poblacion SC la que destacaba,
mostrando los valores mas altos también de cociente Quit/Erg. Esto puede ser un
reflejo de la estrategia de la poblacidon SC para enfrentarse a los fuertes vientos y las
nevadas intensas (Kappen, 1988). Su inversion en estructura y tejidos de resistencia es
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la mayor. Existe de hecho una correlacion positiva y significativa entre IPE y la cantidad
de quitina por area (r= 0’72, p<0’001).

Se ha visto que el ergosterol esta estrechamente relacionado con las tasas de RO
(Sundberg et al., 1999). Al juntar los datos de todas las poblaciones y considerando la
RO y el contenido de Erg por peso seco, no encontramos ninguna relacién entre ellos,
pero con los valores calculados en funcion de superficie si que existe una tendencia
significativa a todas las temperaturas con coeficientes de correlacién desde 0’31 (a 0
°C) hasta 0’59 (a 10 °C), mostrando una clara tendencia al aumento de la RO a mayor
contenido en Erg. Es probable que los coeficientes hubieran sido mayores, como en el
estudio de Sundberg et al. (1999) de haber tenido mas réplicas. Es interesante ver que
el patron encontrado por esos autores en 8 especies diferentes se mantiene en muchos
aspectos dentro de una misma especie. De acuerdo con ese estudio, encontramos en
el nuestro que las muestras con altos valores de cociente C/N tenian menores
contenidos en Erg y menores tasas de RO (r= -0’75, p<0’001, para el caso de Erg
frente a C/N). A diferencia de otros estudios centrados en una lnica especie de liquen
(Sundberg et al.,, 2001; Dahlman et al, 2002, Dahlman & Palmqvist, 2003; Gaio-
Oliveira et al, 2005; Palmqvist & Dahlman, 2006), hemos encontrado una estrecha
relacién entre Erg y N total (r= 0’82, p<0’001), por lo que al menos Umbilicaria
decussata no satisface la teoria propuesta acerca de una posible concentracion
constante de hifas fungicas activas en relacion con la masa del talo e independiente del
contenido en N. El contenido en N del talo fue también un buen indicador de RO a
todas las temperaturas, especialmente cuando los calculos se referian a area (r de 0’36
a0°ad076al10 °C, p siempre <0.01). Esto quiere decir que las muestras con
respiraciéon baja parecen ser relativamente ricas en compuestos carbonados que
contribuyen a la biomasa, pero tienen menor demanda de regeneracion metabdlica y
energia, mientras que un alto contenido en N llevaria a una mayor necesidad de
energia relacionada con la regeneracion de proteinas (Palmqvist, 2000; Lambers,
1985). De hecho encontramos mayor cantidad de aminoacidos totales (Taa) en las
muestras con mayor contenido de N, y, por tanto, Taa se relaciona también con RO a
todas las temperaturas entre 5 y 25 °C, con r entre 0’61 y 0’71, y p<0’01, asi como
con Amax (r= 0’67, p<0’001), apoyando de nuevo la relacion entre demanda de
energia y Amax. El contenido de Chla estaba también ligera, pero significativamente
relacionado con RO de 5 a 25 °C, de acuerdo con Palmqvist et a/ (1998), Palmqvist &
Sundberg (2000), y Palmqvist et a/. (2002) (r de 0’47 a 0’67, y p siempre <0.02).

Nitrégeno y aminoacidos

SP era la poblacién con el menor valor de N, y légicamente, con el menor
contenido en aa. Sin embargo es la poblaciéon con la mayor inversién relativa en Arg
(Fig. 2.12), un 7% del total de aa (datos no mostrados), mientras que las otras
poblaciones tenian entre un 3 y un 4%. El porcentaje de Arg se relaciona de manera
inversa con el contenido en NH4*, tal como se esperaba (r= -0’39, p= 0’05). De este
modo, SP podria ser mas sensible al N (Dahlman et a/., 2002, Dahlman & Palmqvist,
2003), aunque, de acuerdo a su contenido en N, su hdabitat no estd en absoluto
enriquecido en N. Hovenden (2000) observd un contenido de N maximo en muestras
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antarticas de U. decussata de 7’72 mg g-', un valor ligeramente mas bajo que el de
nuestras muestras de SP, pero la mitad del contenido de N encontrado en M.

Polioles

Hemos encontrado una cantidad relativamente constante de ribitol. M mostraba
el valor mas alto (2’7 mg g-') y K el mas bajo (1’12 mg g-'). La cantidad de arabitol
diferia poco entre las poblaciones. Por le contrario, la cantidad de manitol era minima
en K, que era también la Unica poblacion que tenia mas arabitol que manitol. Este
hecho le hace tener el mayor cociente ribitol/manitol. Si se calcula el cociente
ribitol/(manitol+arabitol), es decir, azlUcares algales frente a fungicos, K tiene aun el
valor mas alto, aunque en este caso es mds cercano al resto. El arabitol se metaboliza
mas rapidamente que el manitol bajo condiciones adversas y por tanto funciona como
una reserva de hidratos de carbono a corto plazo (Palmqvist et a/, 2008). Todas las
poblaciones parecian necesitar una cantidad absoluta parecida de hidratos de carbono
disponibles para su metabolismo, independientemente de los niveles diferentes del
resto de azlcares. Esta demanda parece ser demasiado grande para permitir a la
poblacion K acumular manitol. El arabitol no muestra relacién alguna con Amax,
mientras que el ribitol y el manitol si la muestran, de manera mas marcada para el
anterior (r= 0’62, p= 0’001 y pendiente= 2 para el ribitol; r= 0’46, p= 0’02 y
pendiente= 0’3 para el manitol). Palmqvist & Dahlman (2006) mostraron en un estudio
con Platismatia glauca una cantidad mucho mayor de arabitol, tanto en contenido
absoluto como relativo. Sin embargo, a excepcion de la poblacién K, los valores para el
ribitol son muy parecidos y la cantidad de manitol es mayor en nuestros datos. Esto
sugiere que podria tratarse de una caracteristica especifica, pero no tenemos datos
suficientes para asegurarlo. También es cierto que U. decussatay P. glauca viven en
ambientes muy distintos, lo que puede explicar en parte esta diferencia. Al vivir en
ambientes tan duros, U. decussata podria necesitar mas polioles para proteger sus
células frente a la desecacion, gracias a la funcion de estas moléculas como
reguladoras de la presidon osmética y la turgencia celular (Farrar, 1988; Ahmadjian,
1993; Green et al, 2011a). Al vivir en bosques, P. glauca sufre probablemente ciclos
de hidratacion y desecacién menos frecuentes. Ademas, de acuerdo con Farrar (1976),
estos ciclos favorecen el metabolismo de los polioles y la translocaciéon de éstos del
fotobionte al micobionte en Hypogymnia physodes. Finalmente, también es cierto que
nuestras muestras tenian valores ligeramente mas altos de N, Chl y Erg que Platismatia
glauca, lo que les proporcionaria una mayor productividad fotosintética, conduciendo
al mayor nivel de carbohidratos encontrado, pero ésta es una hipotesis que no se pudo
comprobar, pues ese estudio no incluia datos de intercambio gaseoso (Palmqgvist &
Dahlman, 2006).

Fluorescencia

Los resultados de las medidas de fluorescencia de la Chla mostraron valores
absolutos de ®FSIl mas bajos para K, SP y CL (Fig. 2.16, Tabla 2.12). Este hecho
respalda las tasas observadas de intercambio gaseoso, especialmente las bajas tasas
de K y SP. La fotoinhibicion es probablemente la causa que explica los valores de SP, lo
que se veria apoyado por su baja capacidad de recuperar el nivel inicial durante la
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curva de recuperacion (Fig. 2.16) (Bartak et al., 2008). Pero en el caso de K, la razoén
puede ser otra, pues, aunque tienen valores mas bajos, su recuperacion es tan buena
como en todas las demds poblaciones. Esto indicaria un eficiente sistema de disipacién
para protegerse frente a las altas irradiaciones.

Regresion estadistica

La mejor regresion que encontramos (Tablas 2.13 y 2.14) muestra la importancia
critica de la Chla en la capacidad fotosintética de Umbilicaria decussata. Como se ha
explicado arriba, este resultado estd de acuerdo con muchos estudios, tanto entre
distintas especies como dentro de la misma (Tretiach & Carpanelli, 1992; Green et al.,
1997; Palmqvist et a/., 2002). La Chla explica el 32% de la variacién de FN (Tabla 2.13;
33% para el modelo sin K, Tabla 2.14). Como mostraron Palmqvist et a/. (2002, 2008),
esto podria parecer sorprendente, pues sélo un 0°37-0'85% del N se invierte en Chla
(datos no mostrados). Pero este hecho realmente estd indicando que la inversién en
Chla covaria con la inversién total en el aparato fotosintético, sugiriendo que la
relacién entre Chla y otras proteinas fotosintéticas puede ser constante en los
fotobiontes liquénicos (Palmqvist et a/., 1998). Asi, la Chla aparece como una molécula
facil de medir y adecuada como marcador de las unidades fotosintéticas, que puede no
estar relacionada con el nimero de células del fotobionte, al menos en las
Umbilicaridceas, segun Valladares et a/. (1996).

Cuando la poblaciéon K fue excluida de los datos (Tabla 2.14) la Chla era aun la
variable mas explicativa, pero otros parametros resultaron tener también una
influencia significativa. El mas interesante de ellos es la latitud, cuya influencia crecié
desde un 1’22% de varianza explicada hasta un 10°24%.

Todos los factores climaticos incluidos en el modelo explicaban juntos el 16% de
la variacion de FN, pero sélo Tm fue significativa. El coeficiente C/N estuvo en el borde
de la significacion estadistica, con un coeficiente negativo, que indica que cuanto mas
N hay por C, mayor es la Amax, lo que se entiende facilmente teniendo en cuenta que
los liquenes obtienen su N por medio de la deposicion pasiva himeda o seca y este
elemento es normalmente limitante para ellos (Crittenden et a/. 1994; Johansson et al/.,
2010).

Se ha sugerido que las areas alpinas y polares son especialmente sensibles al
cambio climatico y al calentamiento global (IPCC, 2007; Beniston, 2003). Las
predicciones del informe del IPCC para estos habitats incluyen aumentos de
temperatura y niveles atmosféricos de CO;, retroceso glaciar y cambios en el régimen
de nieves/lluvias. Teniendo en cuenta nuestros resultados, por un lado los
incrementos en temperatura y en concentracion de CO; pueden ser positivos para U.
decussata, pues pudimos ver que los valores de Amax eran mas altos a temperaturas
superiores a la media que experimentan en sus condiciones naturales. Sin embargo, la
temperatura no tiene una influencia tan critica en las tasas de FN bajo las condiciones
luminicas habituales a las que el liquen esta expuesto en condiciones naturales como
la que tiene a 1200 umoles de fotones m-2s-1, la irradiacion experimental mas alta, que
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ocurre muy raramente en el campo. Ademas, los hongos son capaces de aclimatar sus
tasas de respiracion a los cambios en temperatura (Lange & Green, 2005). También se
beneficiarian del incremento de la deposicién de N previsto, al vivir en habitats donde
este elemento es limitante. Pero por otro lado, a pesar de estos tres argumentos,
parece mas probable que su distribucidon se viera negativamente afectada. El analisis
de modelado de nicho para las condiciones del futuro (Fig. 2.18) muestra un
incremento de la distribucién de esta especie en las regiones polares debido al
retroceso glaciar, pero un descenso e incluso desaparicion en regiones templadas vy
subtropicales. El retroceso que ha experimentado el area potencial de esta especie
desde la ultima glaciacién hasta ahora se ve claramente. Un escenario mas cdlido no
seria favorable para ninguna de las poblaciones estudiadas. De hecho, un incremento
de 5 °C provocaria un descenso de KF del 8% en CL al 34% en M (calculado a partir del
descenso de KF entre 10 y 15 °C). De esta manera, la poblacién que parecia mejor
adaptada a su ambiente por su mayor productividad y su metabolismo mas activo es la
que muestra menor plasticidad fenotipica, de acuerdo con Valladares et al. (2007), y
puede ser mas vulnerable a los cambios ambientales. Ademas, estd previsto que las
precipitaciones en América Central se reduzcan entre el 10 y el 20% en el periodo
2090-2099 respecto al periodo 1980-1999 (IPCC, 2007). Lo mismo ocurriria en los
Andes y especialmente en el Mediterrdneo, que se encuentra en riesgo severo de
desertificacion. Por el contrario, se espera que las precipitaciones en el area del
Kilimanjaro aumenten un 10% entre Diciembre y Febrero para el mismo periodo, pero
es muy probable que la desaparicion del bosque tenga en la practica una influencia
mucho mayor, invirtiendo esta prediccidon. En la parte oriental de Australia se espera
un ligero descenso de las precipitaciones. Por tanto, sélo nuestra poblacion K se veria
tedricamente favorecida por un incremento de precipitacion, pero de ocurrir, es
probable que al final causara su retroceso, pues, combinado con el aumento de
temperatura, permitiria la colonizacién de especies mas competitivas. Segun Davis et
al. (1998), las interacciones bidticas, que no se tienen en cuenta a la hora de elaborar
modelos de nicho ecoldgicos, pueden tener un papel importantisimo en la distribucién
de las especies bajo condiciones ambientales cambiantes. Generalmente se asume que
el calentamiento global lleva a cambios en la distribucién de las especies hacia
latitudes y altitudes mayores. Algunos estudios recientes, sin embargo, apuntan a una
tendencia inversa, que se explica como el resultado de las interacciones competitivas
(Lenoir et al., 2010), de la modificacion antropica de los usos del suelo (Archaux,
2004), de las respuestas especificas (Millar et al, 2004) y, curiosamente, de la
interaccion entre cambios de temperatura y equilibrio hidrico (Crimmins et al., 2010).
De cualquier modo, en el caso de los liquenes y especificamente de Umbilicaria
decussata podria ser que la influencia del cambio de temperatura tuviera un efecto
mas marcado en su posible cambio de distribucion que el equilibrio hidrico, en
comparacion con otros organismos, gracias a su naturaleza poiquilohidra y su
tolerancia a la desecacion. Pero las interacciones entre todos los factores citados seria
determinante para la respuesta de esta especie. Habiamos planteado la hipotesis de
una posible mayor plasticidad fenotipica en las poblaciones templadas, que les
proporcionaria mas posibilidades de supervivencia bajo los nuevos escenarios
forzados por el cambio climatico, independientemente de la naturaleza de estos
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escenarios. A partir de nuestros resultados no es posible alcanzar una conclusién
general. La poblacion SC parece estar mejor preparada que SP para los cambios
esperados en la region mediterranea al mostrar una pérdida de KF ligeramente menor
con el incremento de temperatura (del 20 frente al 31%) y, especialmente, debido a su
mayor capacidad de retencion de agua (Green & Lange, 1991). Pero,
independientemente de su plasticidad, pueden no ser capaces de hacer frente a la
presidn competitiva de otras especies, pues no pueden escapar de ella yendo a
altitudes mayores, porque ya se encuentran en las cimas de las montafias de su area
de distribucion. En esta linea, A tendria el mismo problema, pero CL, CH, Ky M aln
podrian encontrar un nicho a mayor altitud. Teniendo esto en cuenta CL y CH parecen
tener mas posibilidades de sobrevivir, pues también muestran la menor pérdida de KF
con el aumento de temperatura.

Se estan realizando andlisis genéticos de la estructura de las poblaciones, tanto

del micobionte como del fotobionte, que nos ayudaran a comprender las diferencias en
la capacidad de adaptacién de estas poblaciones.
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2. ASSESSMENT OF THE PHENOTYPIC PLASTICITY OF THE
POLAR—-ALPINE LICHEN SPECIES UMBILICARIA DECUSSATA BASED
ON ECOPHYSIOLOGICAL STUDIES OF SEVEN POPULATIONS
WORLDWIDE
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INTRODUCTION

Living beings cope with changing environmental conditions in different ways. In
some cases, different ecotypes appear, i.e., there exists a genetic difference between
the populations of one species, caused by the adaptation to specific environmental
conditions. These genetic differences show themselves as changes in the phenotype.
Phenotypes, however, can also change as a result of phenotypic plasticity, where no
genotypic difference is present. Phenotypic plasticity in response to distinct
environmental conditions is a valuable ability that allows the colonisation of different
habitats (Pigliucci, 2001). Species occupying wide ecological and hence probably also
geographical ranges are supposed to have greater phenotypic plasticity than species
with more restricted distributions (Sultan, 2000; Valladares et a/., 2007).

Within a species, differing selective pressures may contribute to the evolution of
local adaptation (Nicotra, 2007), so that different populations of the same species of
vascular plants growing in habitats with contrasting conditions often have different
phenotypes. They usually show morphological, anatomical and/or physiological
differences, which are a response to varying abiotic factors such as climatic conditions,
nutrient limitation or water availability (e.g., Bradshaw, 1965; Cordell et al/, 1998;
Makinen et al., 2002; Nicotra, 2007), or to interactions with other species (Davis et al.,
1998).

Things become more complicated for lichens. Metabolic activity of both partners,
the autotrophic photobiont and the heterotrophic mycobiont, must be mutually tuned
in a very complicated manner in order to achieve and maintain structure, function and
growth of the thallus (Honegger, 1993; Lange & Green, 2006). As dual organisms, both
symbionts must acclimate to contrasting conditions, showing matching versatility to
adapt to different habitats. However, this is not always necessary. Fernandez-Mendoza
et al. (2011) showed that fungal propagules may lichenise with algal cells from the
local pool, which are presumably already well adapted. A shift of the photobiont in
cases of joint-dispersal has also been described (Nelsen & Gargas, 2009; Wornik &
Grube, 2010).

Phenotypic plasticity within a single lichen species has been usually studied
within a very narrow geographical area ((Schipperges et a/., 1995, Pintado et a/., 1997,
Rikkinen, 1997; Sojo et al., 1997; Sancho et a/., 2003; Pintado et a/., 2005; Green et
al., 2011b; but see Sancho et a/.,, 2000), in spite of the fact that most of the lichen
species show widespread distributions, usually including several continents. The
success in colonising such seemingly different habitats can be explained by their large
adaptation potential, and by a relative similarity in microclimatic conditions, although
macroclimates can be very different (Sancho et a/, 2000). Thus, although living in
quite different and remote places, the presence of the same species indicates
similarities in at least some parameters, so that the lichen could be a specialist
species, and not generalist as first expected. A species requires for its establishment,
growth and development precise ecologic characteristics regarding both biotic and
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abiotic factors, which form its niche (Larcher, 1995). When these characteristics are
found together, the species can establish and thrive. Depending on the width of the
range for each factor that it can tolerate, a given species will be more or less
widespread, although this can be modified by stochastic factors as well.

Bipolar species present a very interesting distribution, living in polar regions, as
well as in high mountains of temperate and tropical regions (Galloway & Aptroot,
1995). The way that they have arrived at such remote and disconnected places is a
biogeographical challenge, which can be partially explained by glaciation events that
once connected places that are now isolated, as well as long distance propagules
dispersal (Kappen & Straka, 1988; Mufioz et al., 2004). Lichens usually dominate these
marginal environments, which are predicted to show more rapid climate changes (Nash
& Olafssen, 1995; Lange & Green, 2005; IPCC, 2007). Consequently, lichens from these
regions might be very sensitive to changing climate conditions, which could make
survival difficult for many species, both in a direct and an indirect way, as the arrival
and development of more competitive species could be facilitated.

Lichens and lichen-dominated ecosystems would appear to be particularly at risk
if global temperature rises do occur (Lange & Green, 2005). Carbon loss rates through
dark respiration can almost equal the net photosynthetic rate and, as respiration has a
higher temperature response than photosynthesis, net carbon exchange can become
negative at moderately elevated temperatures under normal light conditions (Green &
Lange, 1994). It has been suggested that the distribution of lichens in lowland tropical
areas is limited by exceptionally poor carbon balance due to increased carbon losses
whilst hydrated over warm nights (Zotz & Winter, 1994; Zotz, 1999; Lange et al.,
2000).

The study and description of the physiological behaviour of one single species
from geographically isolated places may be very useful as a means to increase our
understanding of the climatic conditions which are more favourable for the success of
this species. Schipperges et al. (1995) found different ecotypes of the arctic-alpine
fruticose terricolous lichen Cetraria nivalis across a latitudinal gradient from the
temperate to the Arctic climatic zone. They assessed CO; exchange, water relations
and chlorophyll content, as well as anatomical differences and the ratio photobiont to
mycobiont, finding that chlorophyll content and net photosynthetic rates decreased
with increase in latitude. However, when temperate populations were transplanted to
arctic areas, they had lower NP than arctic populations, showing that the latter are
better adapted to climatic conditions of the transplantation area. Sancho et a/. (2000)
compared two populations of Umbilicaria nylanderiana from Antarctica and from
Spanish high mountains in terms of ecophysiological behaviour, and also found higher
NP rates in the temperate population, which also had a higher temperature optima for
photosynthesis. In contrast, dark respiration showed no differences between both
populations, which led the authors to conclude that the fungal partner was not
substantially affected by the environmental conditions and the adaptation to
temperature relied more on the algal partner.
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Umbilicaria decussata is a bipolar arctic-alpine species (Fig. 2.1). This species
has been proved to tolerate the cold very well. Lange (1965) studied the photosynthetic
performance of antarctic samples of U. decussata, and found that NP still takes place
at low temperatures when DR value is already 0. He found detectable NP rates at -11
°C, while DR was 0 at -5 to -8 °C. Therefore, a positive NP could be reached at very
low temperatures. Another representative of this genus, U. aprina, was found able to
photosynthesise at low temperatures under snow, thus extending its period of activity
(Schroeter et al., 1994). If U. decussata could also do this, the amount of carbon fixed
would not be very important, as this species lives in wind exposed vertical boulders,
where snow does not accumulate for long periods of time. Indeed, this species seems
to be very achionophytic and does not tolerate late-lying snow (Creveld, 1981; Reiter
et al., 2007). Sancho & Kappen (1989) defined it as an aerohygrophytic species. Thus,
it is characterised by rapid water loss and uptake. Under natural conditions, it gains
water from the ambient air (rain, fog, dew) and must be able to quickly equilibrate with
the air humidity.

We have focused on this species to determine its ecophysiologicla variability
along a latitudinal gradient over most of its distribution range. Taking into account the
climatic conditions at each location, we have also tried to explain which variables have
most influence on its productivity, to predict in which way productivity would be
affected by environmental modifications and in a tentative approach to understand
whether climate change could affect its survival in these ecosystems. To achieve this,
we assessed the photosynthetic response of the sampled populations to different light
and temperature regimes and tried to relate it to other physiological parameters, as
well as to abiotic variables. It is very important to characterise the physiological status
of an organism to understand or to predict its response. We measured chlorophyll
content as an algal marker; chitin and ergosterol as fungal markers; C, N, sugars and
amino acids to try to assess possible differences in resource allocation; gyrophoric acid
as a possible photoprotective molecule; and finally, Chla fluorescence was used to test
vitality of photosystem II.

Within this single species, we hypothesised that those populations from
temperate areas (30-45 ° of latitude) might have greater plasticity, as they have to
cope with a more changing environment, due to the differences in photoperiod and
temperature throughout the seasons. For this reason, these populations would be
more capable to adapt and survive in changing conditions, provided they could
withstand competition from other organisms as well.
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Fig. 2.1: Distribution map of Umbilicaria decussata. Green points represent localities cited in the literature or
from herbarium collections. Red points depict localities sampled for this study.

MATERIAL AND METHODS

Lichen material

Umbilicaria decussata (Vill.) Zahlbr. belongs to the family Umbilicariaceae, in the
order Umbilicariales. As for all the species within this family, it is attached to the
substrata by a strong central holdfast in the lower side, formed by fungal tissue. It is
seldom found with apothecia, relying for dispersal on thalloconidia, asexual
propagules that almost completely cover its lower surface, providing it with a
characteristic, black carbonaceous appearance. It lives on siliceous rocks, above the
treeline, usually exposed to strong winds and is mostly found on very steep slopes to
slightly overhanging rock faces. It has a worldwide distribution, as shown in Fig. 2.1,
described as a circumboreal-tropical mountains-circumantarctic pattern by Galloway &
Aptroot (1995).

Field sampling

Our studied localities are marked by red dots on Fig. 2.1, further details are given
in Table 2.1. All samples were collected in similar seasons in each geographical area:
the Australian (A) and the two populations from Chilean Andes (Chile low, CL and Chile
high, CH) were taken at the beginning of southern hemisphere autumn (April-May).
The same is true for Mexican (M), collected in November, after the rainy period.
Kilimanjaro (K), Spanish Sistema Central (SC) and Spanish Pyrenees (SP) samples were
collected at the end of spring-beginning of summer, which is for the mediterranean
lichens the last period of high activity before summer inactivity due to extreme
drought (Joffre et al., 2007). After harvest, the thalli were air dried at ¢. 20 °C and
subsequently stored in darkness at -21 °C until further analysis. An attempt was made
to try to cover all the variability at each locality by taking thalli from different rocks and
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with different sizes. Unless otherwise stated, 4 sets of 2 to 6 thalli were made for each
population for gas exchange and subcellular analyses.

Name Locality Coordinates Precipitation TM Tm Collectors and
(mm) °O (°0) date
K Mt. Kilimanjaro, Machame 3°4'17"S, 400 3.7 0.1 L. Muggia.
Route, from Shira Hut to 37°18'58"E; 9-1-2009
Barranco Hut. On volcanic 4400-4500 m.
rocks. Tanzania
M Iztaccihuatl Volcano. Andesite 19°2'36" N, 800 6.4* 3.4* L. G. Sancho &
boulders on Festuca 98° 38" 1" W, M. Arréniz.
grasslands. Mexico. 4284 m. 5-11-2009
CH VIl Regién del Maule. Paso 35°10'36"S, 787 10.4* -1.8* S. Pérez-
Vergara. Exposed boulders. 70°30'38"w; Ortega & F.
Chile (High). 2736 m. Fernandez-
Mendoza.
4-4-2009
A Thredbo ski resort. On granitic 36° 28'57"S, 1682 10.7 -3.2 F. Fernandez-
boulders near Mount 148° 16' 48" E; Mendoza.
Kosciuszko walk. Australia 2047 m. 7-5-2009
CL VIl Regién del Maule. Paso de 38°39'27"S, 749 11.4 -0.4 S. Pérez-
Pino Hachado. Exposed 70°53'47"W; Ortega & F.
boulders. Chile (Low). 1987 m. Fernandez-
Mendoza.
1-4-2009
SC Los Claveles, Pefalara, Madrid. 40° 51'N, 1500 13.1* -3.5% M. Vivas, J.
Spain (Sistema Central). 3°57'22"W; Raggio & L. G.
2412 m. Sancho.
26-6-2009
SP Agulles de Travessany. 42°36' 29" N, 1399 10.1 -4.7 M. Vivas, S.
Aiglestortes. Lérida. Spain 0°53"15"E; Pérez-Ortega
(Pyrenees). 2620 m. & L. G. Sancho.
14-7-2009

Table 2.1: Localities of sample collection, with climatic data (annual rainfall in mm, average temperature of
the warmest month (TM, in °C), average temperature of the coldest month (Tm, in °C) and collectors with
date of collection. Climatic data were obtained from: K, Reghr & Killingtveit (2003), Duane et al. (2008),
Sarmiento (1986); CL & CH, Kalin Arroyo et al. (1981), Amigo (1998), Lara et al. (2001); A,
http://www.weatherzone.com.au/climate/station.jsp?lt=site&lc=71032; SC, Comunidad de Madrid (2002);
SP, Servei Meterologic de Catalunya (2011); M, Sarmiento (1986), Beaman (1962). Values with asterisk are
values deduced for our localities from the difference of altitude between the collecting site and the location
of the closest meteorological station or the tiles of WorldClim.

Climatic data

Annual precipitation, mean temperature of the coldest month (Tm) and mean
temperature of the warmest month (TM) were obtained from the available literature
(see Table 2.1). When the literature was scarce and insufficient, data were obtained as
mean values from the period 1950-2000, by interpolation in a geographic grid of 30
seconds (latitude and longitude) resolution from meteorological stations distributed
worldwide (dataset from WorldClim, Hijmans et a/, 2005) and extracted by means of
DIVA-GIS v.7.5 (Table 2.1). This data was obtained thanks to the kind help of Dr.
Antonio Torralba (Universidad de Oviedo, Spain). Values with an asterisk are calculated
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from the difference in altitude between the collecting site and the location of the
meteorological station or the tiles of WorldClim.

Gas-exchange measurements

Thalli were reactivated for three days in a chamber at 10 °C, and photoperiod of
12h at a photosynthetically active photon flux density (PPFD) of 100 pmol photons m-2
s-1, followed by 12h in darkness. Samples were sprayed once a day with mineral water.
CO; exchange measurements were performed using a Compact Minicuvette System
(CMS 400, Walz, Effeltrich, Germany) and a differential IRGA (Binos 100, Leybold-
Heraeus, Germany) under fully controlled conditions of temperature, humidity and
irradiation and at ambient CO; (aprox. 350 ppm). A full description of the method is
given elsewhere (Schroeter et al. 1994). Prior to measurements, lichens were fully
hydrated by spraying with mineral water until saturation and then gently blotted with
tissue paper to remove excess water. Light response curves were performed at O, 5,
10, 15, 20 and 25 °C, by first obtaining a dark respiration (DR) value in darkness until
steady-state was reached (aprox. 20 min.), and then increasing PPFD stepwise from 25
to 1200 pmol photons m-2 s-1(25, 50, 100, 200, 400, 800 and 1200). Before and after
each series of measurements, thalli were weighed so that thallus water content (as
%DW) could be determined. It was necessary in some cases to re-hydrate the thalli
during the measurements to retain optimal hydration, which had been determined by
means of water content response curves (see below). Gas exchange rates were then
calculated on a dry weight, surface area and chlorophyll content basis, according to
von Caemmerer and Farquhar (1981). The PPFD response curves were analysed by
statistical fit to a Smith function, as detailed in Green et al. (1997). This fit provided us
with the following parameters: Pc (light compensation point, PPFD where net
photosynthesis, NP, is 0, i.e., gross photosynthesis compensates dark respiration), Ps
(light saturation point, calculated as PPFD where 90% of maximal measured NP, Amax,
is reached) and ¢ (apparent quantum yield for incident light, which is the initial slope
of the light response curves). Photosynthetic efficiency quotient was also calculated as
KF=(Amax+DR)/DR (Larcher, 1995). Temperature optima and temperature upper and
lower compensation points (Tcu and Tcl respectively, i.e. low and high temperature
where NP equals 0) were calculated by fitting temperature response curves (2nd degree
polynomial functions). Response curves of NP to thallus water content were also
performed as follows: samples were soaked in mineral water and weighed to obtain the
maximum fresh weight (MFW), and then placed in the cuvette, and CO; exchange
monitored continuously as the thallus slowly dried, at 15 °C, 70% RH, 0.6 | min-! air
flow and 200 pmol m-2 s-1 of PPFD, until no photosynthetic signal could be obtained
due to complete drying. Samples were weighed every 30 minutes. We calculated
maximum water content on a dry weight basis (MWC = (MFW-DW)/DW, i.e., g H,0 g-
'DW) and on a surface area basis (MWCA = (MFW-DW)/area, i.e., g H.O m-2), and
optimum water content (OWC and OWCA on a dry weight and a surface area basis,
respectively). Mean time required to reach 50 and 20% of thallus maximum water
content (TS50 and T20, respectively) was also calculated, as well as T50Act (the % of
remaining activity relative to maximal activity when thallus water content was 50% of
maximal) was determined.
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After the gas-exchange measurements, thalli surface area was measured when
the thallus was wet and fully expanded by taking a picture and analysing it with ImageJ
1.42q software (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). All samples
were then dried in Silica Gel and their dry weight determined to the nearest 0.1 mg.
Thallus specific weight (TSW, in g m-2) was calculated. Samples were then frozen and
stored until further subcellular analysis.

Subcellular analyses

Samples were split into two sets, one to quantify chlorophyll a and 6 (Chla and
Chlb) spectrophotometrically according to Barnes et a/. (1992) (further details can be
found in chapter 3); and the other to perform chitin, ergosterol, amino acid, sugars,
gyrophoric acid and C/N analysis. For all analyses, they were first milled to an
homogeneous powder. Chla was used as a proxy for the amount of photobiont cells
(Raven, 1992; Enriquez et al, 1996). The fungal cell wall component chitin was
measured, together with ergosterol, as proxies for total fungal and fungal living
biomass, respectively, the latter is the dominant sterol in fungal plasma membrane
(Weete, 1973; Palmquvist et al., 2002) and has been used as a marker for the metabolic
activity of fungi in mycorrhizal associations with plants (Ekblad and Nasholm, 1996;
Ekblad et al., 1998) as well as in lichens (Palmqvist et al.,, 1998, 2002; Gaio-Oliveira et
al., 2004). Both chitin and ergosterol were quantified by HPLC techniques, according to
Dahlman et a/. (2001). Briefly, 20 mg of lichen powder were mixed with 1 ml ethanol,
intensively shaken on a Vortex and incubated on a shaker at 5 °C for 30 min. After
centrifugation (14000 rpm, 15 min) ergosterol was determined in the supernatant by
HPLC (Waters, Milford, USA), using an ODS-ultra sphere column (250 mm x 4.6 mm,;
particle size 5um) as separator and isocratic elution with 100% methanol as mobile
phase. The entire process took place in darkness to avoid degradation of the
compound. Ergosterol absorption at 280 nm was measured with a UV detector. Data
was corrected for an extraction yield of 80% (Dahlman et al, 2001). Chitin was
measured in the pellet remaining after ergosterol extraction. We checked that there
was no loss of chitin during the ergosterol extraction by comparing the content with
some samples without previous ergosterol extraction (data not shown). Samples were
washed with 0.2 M NaOH to remove amino acids and proteins that could interfere with
the results. Acid hydrolysis in 6M HCI was used to release the glucosamine residues,
which  were converted to fluorescent derivatives by treatment with 9-
fluorenylmethylchloroformate (FMOC), and then analysed by RP-HPLC using gradient
elution. Data was corrected for an extraction yield of 83% (Ekblad & Nasholm, 1996;
Dahlman et al., 2001).

Carbon and Nitrogen content

Between 3 and 4 mg of each sample were analysed with a Flash EA 1112 NC
Elemental Analyzer (Thermo Fisher Scientific). The content (%) of C and N in the
samples was determined.
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Amino acid analysis

30 mg of lichen powder were mixed with 1T ml HCl 10mM, then shaken and finally
derivatised with a Waters AccQ-Tag Ultra Derivatization kit following the instructions
of manufacturer. Samples were analysed by reversed phase liquid chromatography
using a Waters Ultra High Performance (UPLC) system with a Waters Tunable UV
detector (Acquity, Waters, Milford, USA). Briefly, 70 pl borate buffer (1 M) and 10 pl of
internal standard (norvalin, 100 uM) were added to aliquots (10 pl) of samples or
standards. Thereafter 20 pl of AccQ-Tag derivatisation reagent were added and
thoroughly mixed immediately and subsequently heated to 55 °C for 10 min. After
cooling down to room temperature, an aliquot of the reaction mixture was used for
UPLC injection. The individual amino acids and NH4+ were determined after separation
on an AccQ-Tag Ultra column by elution with a mixture of 99.9% formic acid and 10%
acetonitrile (in MilliQ water) at the following gradient: 0-5.74 min isocratic 99.9%
formic acid, declining to 90.9% formic acid from 5.74 to 7.74 min, to 78.8% formic acid
at 8.24 min and then to 40.4% formic acid at 8.74 min, before re-equilibration with
99.9% formic acid from 8.74 to 9.54 min. The flow rate was 0.6 ml min-' and column
temperature was 55 °C. Amino acid and NH4*+ standards were prepared fresh daily in
the range of 100-0.1 pmol N I-! by serial 1:2 dilution in MilliQ water (Inselsbacher et
al, 2011).

Sugar analysis

Supernatant of aa analysis was also used for determination of sugars and sugar
alcohols in the samples, by means of ion exchange chromatography (Metrohm,
Herisau, Switzerland). The soluble carbon compounds were separated on a Metrosep
Carb-250 column (250 cm X 4 mm) using 0.1 M NaOH as isocratic eluent and a flow
rate of T ml min-! (20 min per sample), and quantified using D-(+)-arabitol (Fluka,
Buchs, SG, Switzerland), D-(+)-glucose (Sigma, Buchs, SG, Switzerland), D-mannitol
(Sigma), and adonitol (i.e. ribitol) (Fluka). Quantifications were obtained using standard
curves. A mixture of known concentrations of the standards was run every 20th sample
to check for accuracy of the assays (Palmqvist & Dahlman, 2006).

Gyrophoric acid

Gyrophoric acid was assessed in order to detect its possible photoprotective role.
10 mg of lichen powder were mixed with 1 ml acetone with the purpose of extracting
lichen acids. Gyrophoric acid was assessed by means of the same HPLC equipment,
using an ODS-ultra sphere column (250 mm x 4.6 mm; particle size 2.5um), following
Serina et al. (1991). Mobile phase was methanol:acetone:acetic acid (75:25:1), and
detection wavelength was A=270 nm. Unfortunately, we could not find a control
substance to quantify the amount of acid in g per g dry weight, so comparisons
between samples are made by area under the curve in the chromatogram on a g dry
weight basis.

In vivo Chla fluorescence measurements

Chla fluorescence was assessed using a fluorometer MINI-PAM (Walz, Effeltrich,
Germany). We recorded the dark/light induction process followed by the light/dark
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recovery taking advantage of a function already programmed by the manufacturer
(induction curve + recovery). This curve involves 20 consecutive measurements of
effective quantum yield of photosystem Il (®PSll), which is calculated as (Fm’-F)/Fm’
(Genty et al., 1989), where F is the fluorescence under ambient light and Fm’ is
maximal fluorescence following a saturation light pulse. Samples were fully hydrated
by spraying with mineral water and dark adapted for 20 min. Before recording the
induction curve, a single saturation pulse, of 0.8 s and 8000 umol photons m-2 s-1 is
applied on the samples for assessment of Fo (basal fluorescence in a dark adapted
sample), Fm (maximal fluorescence in a dark adapted sample) and Fv/Fm ((Fm-Fo)/Fm),
i.e., the maximal photochemical quantum yield. Then, after 40 seconds in darkness, an
actinic light (approximately, 55 pmol photons m-2 s-') is applied to initiate
photochemical and non-photochemical quenching processes, and yield is assessed at
fixed intervals of 20 seconds by 13 additional saturation pulses. In the second part of
the curve, the recovery part, the actinic light is turned off and 6 saturation pulses are
applied, after 10 s, 30 s, 60 s, 2 min, 5 min and 10 min, as dark recovery of
fluorescence parameters occurs. Yield recovery, due to inactivation of quenchings, is
then assessed. The parameters compared among samples (Fig. 2.16a) are the
following: Y1 (yield when the second saturation pulse is applied), Yi (yield at the last
point of the induction curve), Yr (yield at the first point of the recovery curve) and Yf
(yield at the last point of the recovery curve). And we calculated also these values
relative to Fv/Fm: PY1 (percentage of initial yield decay, when the first saturation pulse
was applied), PYi (percentage of decay at the last point of the induction curve), PYr
(percentage of recovery at the first point of recovery curve) and PYf (percentage of
recovery at the end of the curve).

Niche modeling

The maximum entropy model implemented in the program MaxEnt v.3.3.3
(Phillips et al., 2004, 2006) was used to recover the environmental niche of Umbilicaria
decussata estimated from presence-only data. The niche of the species was modeled
using its known distribution and environmental variables. Elith et a/ (2006) showed
that MaxEnt performs better than other programs based in presence-only data.
Presence data was retrieved from GBIF (http://www.data.gbif.org) from which 984
georeferentiated records were obtained. The seven localities studied in this chapter
were also added. Occurrences from Antarctica were removed from the dataset as no
information is available in WorldClim for this area. In total, 433 records were used. For
the the estimation of the current niche, 19 bioclimatic variables were obtained from
the WorldClim data set with a resolution of 2.5 min (Hijmans et al, 2005). These
bioclimatic variables are derived from monthly temperature and precipitation layer and
represent biologically meaningful information of climate variation (Hijmans et al,
2005). The 19 bioclimatic variables were reduced by means of principal component
analysis and correlation analysis carried out in PAST v. 2.16 (Hammer et al.,, 2001). The
reduced dataset comprised the following variables: annual mean temperature,
temperature seasonality (standard deviation*100), mean temperature of the wettest
quarter, precipitation seasonality (coefficient of variation) and precipitation of the
warmest quarter. Further, niche models for the last glacial maximum (LGM, 21,500
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years before present) and for the predictions of future climate according to the IPCC
for 2050 were estimated (IPCC, 2007). For the LGM the data from the Paleoclimate
Modelling Intercomparison Project Phase Il (PMIP,, http://pmip2.Isce.ipsl.fr/) were
used. For the future conditions, blioclimatic variables were obtained from the
http:/ /www.ccafs-climate.org/data/ website using the Delta method, the SRES A2A
scenario and the CGCM3 model. All layers are available at WorldClim
(http://www.worldclim.org). The models were run with the default convergence
threshold, maximum number of iterations, using 20% of points for testing the model.
We used 10 replicates of the model in order to avoid the effects of removing 20% of
samples before model training, and averaged the results using the cross-validation
option. Data layers (ascii’s) produced by MaxEnt were visualised in Diva-Gis 7.5
(http://www.diva-gis.org). These analyses were made with the kind help of Dr. Borja
Jiménez-Alfaro.

Statistical analysis

Statistical analyses were conducted in R 2.10.0 (R Development Core Team,
2009). ANOVA tests were performed to assess differences among populations,
followed by Tukey HSD post-hoc tests, and indicating significant differences for
p<0.05. Multiple linear regression was used to find the relationship between Amax and
a set of explanatory variables. Homocedasticity and normality of residuals of statistical
models were checked. All variables were normal or quasi-normal, and subsequent
plotting of residuals showed no patterns. Results regarding temperatures should be
taken carefully, as we estimated temperature values from available data of climatic
stations situated at less altitude than the place of collection for these localities: SP, CL,
CH, SC and M. The effect of latitude was analysed by partial correlations. Graphs were
made using SigmaPlot 10.0 (Chicago, Illinois, USA).

RESULTS

Umbilicaria decussata is a widely distributed species, present in every alpine
zone, showing a high adaptability. Differences in macroclimatic conditions are
remarkable in its distribution area. In Mediterranean area, the source of two of our
populations (SP and SC), seasonal climatic differences are enhanced by the altitude,
with very cold and snowy winters and extremely dry and hot summers, when,
moreover, daily temperature range can be large. In contrast, at low latitudes
photoperiod is constant over the vyear, and temperature ranges, even in high
mountains, are much smaller along the year as well (a difference between mean
temperature of warmest and coldest month of 3 °C in M and K vs. 16.6 °C in SC),
although the daily range is very large. Rainfall regime showed large differences across
our localities, being highest in SC and A (1500 and 1682 mm per year respectively),
and decreasing in general towards the Equator, more or less related with increasing
altitude. For K, although there has been in recent years an increase of the interest and
studies of the climatology of this area, good climatic records are still lacking, and data
from the literature are, in general, based on short term measurements. Sarmiento
(1986) states that there is a large interannual variability in precipitation in this area.
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Salt (1954) and Duane et a/. (2008) report that rainfall decreases rapidly with altitude
in Kilimanjaro, resulting in such a barren landscape that its uppermost belt has been
considered an alpine desert. It is also established that this decrease is more
pronounced on the west slope of this mountain (Beaman, 1976; Sarmiento, 1986). Both
K and M habitats are described as very foggy and cloudy (Beaman, 1962; Sarmiento,
1986; also see Figs. 2.19 and 2.20), a situation that likely provides lichens with an
important hydration source.

CO: exchange

As detailed in Material and Methods, photosynthetic activity was measured on all
the populations at different temperatures and light regimes. Results of these
measurements are shown in Figs. 2.2 to 2.6 and Tables 2.2 to 2.5.

In Fig. 2.2 we can see the response of these populations to increase in
temperature. All of them show similar patterns, with NP (net photosynthesis) optima
between 10 and 15 °C. Although values are quite similar, SP and CH have the lowest
optima and the lowest Tcl as well (with SC), while SC and M have the highest optima,
and also the highest Tcu, remarkably higher than the other populations (extrapolated
values). The narrowest range is found in K samples, with the highest Tcl and the lowest
Tcu. Amax (maximal assimilation rate, i.e., maximal net photosynthesis reached) is
always highest for M samples at every measured temperature (Figs. 2.2 and 2.6), but,
according to the fitted curves (Fig. 2.2), NP would be higher for SP, CH and SC
populations at lower temperatures than measured, and for the latter, also at higher
temperatures than measured. All populations reach similar DR at low temperatures
(Fig. 2.2), differences begin to be seen from 15 °C, as DR increased in an exponential
pattern. At 25 °C A has the highest respiration rate, and SC the lowest.
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Fig. 2.2: Amax (solid line, net photosynthesis at 1200 pmol photons m-2 s-') and DR (dashed line, dark
respiration, at 0 umol photons m-2 s-1) at every measuring temperature. Data are fitted using polynomial

regressions (2nd degree, R2 always >0.95).

Locality Amax 0°C Amax 5°C Amax 10°C Amax 15°C Amax 20°C Amax 25°C

K 0.96+0.062 1.92+0.042 2.92+0.12 2.9+0.14 2.22+0.242  0.78+0.152
M 3.78+0.17¢ 5.4+0.07 be 8.17+0.43> 6.49+0.1P 7.77+0.3b 6.61+0.27¢
CH 3.41+0.17bc  5.18+0.31p 6.13+0.722b 5.16+0.26> 4.57+0.4323 2.95+0.21ab
A 2.1+£0.1a 3.09+0.14a  4.38+0.173b 4.44+0.13bc 4.09+0.14a 2.26+0.184a
CL 1.81+0.122 2.31+0.222 3.68+0.32 4.53+0.25b¢ 3.27+0.282 2.18+0.28ab
SC 2.16+0.052> 3.28+0.092c 4,33+0.192 3.73+0.3 4.17+0.172 3.87+0.237%
SP 1.8+0.112 2.37+0.152  3.08+0.122 2.13+0.072ad  2.38+0.242 1.64+0.22b

Table 2.2: Amax (maximal assimilation rate), in pmol CO2 kg dw-! s-1 at every measured temperature. From
now on, and unless otherwise stated, values are the mean + SE for n=4 in each locality, different letters
indicate significant differences among populations for p<0.05 by ANOVA followed by Tukey’s HSD post-hoc
test.

When plotting the whole light curve at empirical optimum temperature for each
population (10 °C for SP, CH, SC and M, and 15 °C for A, CL and K) (Fig. 2.3a) it is
possible to observe that, M population shows again the highest performance, when
data is given on a dry weight basis, at every irradiance from 100 pmol photons m-2s-1,
No population, except K, shows light saturation at 1200 umol photons m-2s-!, the
highest experimental PPFD used. This behaviour can be considered characteristic of
alpine and polar lichens (Green et a/., 2008). Light curves with values calculated on a
surface area, as well as on a Chl content bases, are also given and show different
patterns (Fig. 2.3 b and ¢). K continues to show the lowest performance, but M is no
longer the one with the highest values, especially on a Chl content basis. Every
population shows an increase in Pc as temperature increases, a change driven by the
high temperature response of respiration (Tables 2.4, 2.5). K tends to have higher
values and SC lower. PPFD to produce saturation (Ps) shows a strong tendency to be
lower at low temperatures and actually shows a maximum in A (at 20 °C) and CH (at 15
°C) populations. Some differences between the populations are significant, namely, SC
has a significantly lower Pc and Ps than CH at 10 and 15 °C, and than SP at 10 °C, and
also a Pc lower than CH at 20 °C and than SP at 25 °C as well, while CH at 15 °C is
significantly higher than K and M for Pc, and than any other population for Ps at 15 °C.

Locality Topt (°C) Tcl (°C) Tcu (°C) Area

Table 2.3: The temperature optimum of
K 12.47 -2.29  27.23 55.57 photosynthesis (Topt) has been calculated as
M 15.74 -5.23  36.71 175.42 the point at which the derivate of the function
CH 11.79 -6.41 29.98 126 becomes zero. Lower and upper temperature
A 13.3 -4.17  30.76 92.73 compensation points (Tcl and Tcu respectively)
CL 13.7 -3.58  30.97 80.84 are the points where y equals 0 in the quadratic
SC 16.29 -6.54  39.12 96.63 equation. Area is calculated by integration of
SP 12.15 -6.53  30.83 63.81 the function between 0 and 25°C.
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Fig. 2.4 shows all the light curves for each population at the measuring
temperatures: 0, 5, 10, 15, 20 and 25 °C. The increase of light compensation point as
temperature increases is clear. The lack of light saturation is also obvious in most of
the curves for temperatures over 5 °C except for K population.

Loc. Pc0°C Pc5°C Pc 10°C Pc 15°C Pc 20°C  Pc 25°C
K 60+3* 86+0.4* 105x2* 83+3a 180+£3* 584+54*
M 29+2 44+1 64+2 77+2a 144+11 188+6
CH 39+3 60+3 121+£112  178+16b 187+82a 196=+16
A 44+2 60+2 84+5 101+4 161+9 183+5
CL 64+6* 84+5* 114+8* 97+5 186+9* 297+21*
SC 25+1 39+4 54+3b 62+5a 90+6b 132+9a
SP 39+3  67=5 130+42 97+3 180+5 261+10°b

Table 2.4: PPFD compensation points (Pc, in umol photons m-2s-1) at every temperature measured. Letters
indicate statistical significance between localities at each temperature. * indicates values excluded from
statistical analysis for the reasons detailed in Material and Methods section.
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Because TSW (thallus specific weight, in g dry weight per m2 surface area) differs
significantly among populations (Table 2.6), this affects the Amax values calculated on
a dry weight or on a surface area basis (Fig. 2.5). The same is true for Chl content (Fig.
2.10). It is remarkable that K population always has the lowest photosynthetic activity,
independent of the basis on which Amax is calculated. There are, however, interesting
differences in other populations. The most striking is the shift that takes place
between M and CL population: when Amax is calculated on a dry weight basis, M has
the highest productivity, being significantly higher than SP and K, and clearly (although
not statistically significant) higher than CL. Rates are quite similar between CL and M
on a surface area basis, but when calculated by Chl content, CL has a non-significant
higher rate than M, while the others keep similar values. TSW is significantly higher in
SC compared to all populations except CL and CH, while K value is lower than CL, CH
and SC. When all values of dry weight and surface area were used, we see a non-
significant relationship (p=0.44) that becomes significant (p=0.04, R2= 0.42) when SC
values are removed from linear regression (Fig. 2.7).

Loc. Ps 0°C Ps 5°C Ps 10°C Ps 15°C Ps 20°C_ Ps 25°C Table 2.5: PPFD

K 340+19 481=+6 549+7 367+92 641+4 756=50 saturation points
M 260+10 450+11 561+24 489+11a 687+41 765+15 (Ps, in pmol

CH 40719 537+20 725+282 820+40b 752+9 647+32 photons m-2s-1) at
A 307+24 423+14 518+24 541+152 663+24 604=21 every temperature
CL 477+29 565+17 673+20 578+19a 741+15 827+24 measured.

SC 259+17 364=31 436+17> 378+92 503+21 593+147
SP 283+17 473+23 715x112 454+112 661+17 766+28

Populations retain their relative values at every temperature, (only Amax per dry
weight is represented, Fig. 2.6), and independent of the basis used for the calculation
of Amax.

Loc. TSW (g/m?)

K 177.8+5.342 © !

M 265.03+7.76ac specific weight

CH 336.94+19.86 bc (TSW, in g m-2) of

A 270.68+6.3 all the populations.
. +6.3 ac

CL  361.92+5.57bc

SC  450.06+6.71b

SP 311.74+18.28a

Table 2.6: Thallus

DR and GP calculated on DW, area and Chl are given in Fig. 2.5. The highest DR
was for K on DW and Chl bases, while values tended to be more similar on an area
basis. Bar plots are arranged in order of increasing latitude (ignoring the hemisphere)
and it is interesting to see the apparent trend for lower Amax values (DW basis) at
higher latitudes. This trend is even more obvious for GP.

The photosynthetic efficiency quotient (KF) is shown on Fig. 2.8 and Table 2.7.
None of the populations have their highest KF at their optimal temperature. In
contrast, CL, CH, SC and M samples had maximal KF at 0 °C and K, A and SP at 5 °C.
However, all have their lowest KF value at 25 °C, as expected, due to the high
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respiration rate at this temperature. K had the lowest KF at every temperature and M
usually the highest value.

pmol CO2/kg-s umol CO2/m2-s mg CO2/mg Chl-h

3,0

Amax

DR

GP

Fig. 2.5: Amax, DR and GP calculated on a dry weight basis (left), surface area basis (middle) and Chl content
basis (right). From now on and unless otherwise stated, bars mark SE (n=4), different letters indicate
significant differences for p<0.05 by ANOVA followed by Tukey’s HSD post-hoc test.
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Loc. KFO KF5 KF10 KF15 KF20 KF25 KFmax

K 2.3+0.18 2.4+0.158 2.3+0.03%  1.8+0.03° 1.5+0.1bA 1.1£0.03bA 1.8+0.03°
M 5.1+0.128  59+0.228 5.3+0.228 3.3+0.12A 3+0.124 2.3x0.124 5.3+0.22
CH 5.5+0.228 4.7+0.2280  3,8+0.2¢P 3+0.1 acAC 2.1+0.1 beA 1.6+0.04 ~ 3.8+0.2d
A 3.2+0.2b8  3.3%0.1] bet 3.1+0.1 biC 2.5+0.2 2+0.02 beAC 1.42£0.04 A 2.5+0.04bd
CL 3.9+0.28 3.4+0.2 b8 3.2+0.1 bBC 2.9+0.1 8¢ 2+0.7 beac 1.4=0.1bA 2.9+0.1 be
SC 4.9+x0.128  4,7+0.2 acB 4+0.1 8C 3+0.2 acAC 2.6x0.12aAC  2.2+0.12A 4+0.7zc

SP 3.3+0.1bB  3.6+0.] bet 3.1+0.1 b8 2+0.]bcA 1.7+0.04 bA 1.4+0.04 bA 3.1+0.1 be

Table 2.7: Photosynthetic efficiency quotient (KF=(NP+DR)/DR) at every temperature measured. KFmax
indicates KF at the temperature where empirically Amax was reached for each population. Little letters
indicate differences among populations and capital letters indicate differences within each population.

45 45
wl =015 K a vl 7=0.42 K b
p= 0.44 p=0.04
35 35 4
K K

& K <~ K
E 5 sp A E 3]
o A CH g
] v}
Y= 25 M SP CH SC £ 251
=3 A >
wv A (%]

20 4 M 204

c
meL Hsp s¢
| SP  SC SCH 4
15 oL 15
10 . . . . . 10 . . . . . .

0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 0,55 0,60 0,65 0,80

Dry weight (g) Dry weight (g)
Fig. 2.7: Simple linear regression between surface and dry weight, pooling all values (a), and excluding SC

population (b).

Fig. 2.8: Graphical
interpretation of data
on Table 2.7.
Statistically significant
differences are shown
there.

KFO

KF5 KF10 KF15 KF20 KF25

Water relations

Data for T50 and T20 as well as maximum water content on a dry weight (MWC)
and a surface area basis (MWCA) are given in table 2.8. K population has a significantly
lower T20 value compared to CL and SC. The SC population has a significantly higher
MWCA value than SP, A and K. A similar pattern is found for optimum water content
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(OWC). M has higher values than SP and A and, again, when calculated on a surface
area basis (OWCA) SC value is highest and significantly greater than K and A.

Table 2.8: Mean time in minutes
required to reach 50 (T50) and 20%
(T20) of thallus maximum water
content (MWC, in % relative to dry
weight), thallus maximum water
content in a surface area basis, in g
H20 m-2 (MWCA), thallus optimal water
content in a dry weight basis (OWC) or
in a surface area basis (OWCA).

Loc. T50 T20 MWC MWCA owcC OWCA

K 38+1 85+3b 256+5 456+182 81+4 146+12a
M 52+1 139+3 254+5 678+23 114+4> 306+16

CH 68+2 180+7 207+3  627+26 75+1 227+10

A 50£2 143+7 185+7 500+18a 58+3a 155+5a

CL 79+4 205+10a 17714 644+24 76+3 276+12

SC 73+£5 203+92 181+4 816+21b 83+3 377+17b
SP 60+5 152+9 164+3 502+232a 73+32 231+19

When all data were plotted as MWCA vs. TSW, a positive correlation (R2=0.62,
p<0.0001, Fig. 2.9) was found indicating that the higher the dry weight per surface
area, the higher the water holding capacity. The same is true when OWCA is plotted
against TSW, with an equally significant positive correlation (R2=0.63, p<0.0001).

1000 500
SC
R2= 0.62 R2= 0.63 se
9001 p<0.0001 200 4 P< 0.0001
~ 800 1 <
c 800 E
S O 300
~ 700 1
T T
4 600 + 2
6 < 200
= s
= 500 1 (@]
100
400
300 T T T 0 T T T
100 200 300 400 500 100 200 300 400
TSW (g/m?) TSW (g/m?)

Fig. 2.9: Thallus specific weight (TSW, in g m-2) vs. maximum water content (MWCA, in g H.0O m-2, a) and vs.
optimum water content (OWCA, in g H20 m-2, b) in an area basis of all data pooled.

Subcellular components

Chlorophyll content differs among localities (Fig. 2.10) but, in general, there are
not remarkable differences when calculated on a dry weight or surface area basis.
Nevertheless, it is worth noting the surprisingly high Chlb content of the K population,
which has the lowest Chla to b ratio (Table 2.9), while CH has the highest. The high
Chlb content of K samples gives them one of the highest total Chl contents on a dry
weight basis, although it was the lowest when calculated per surface area. M
population has the highest total Chl, mainly due to its high Chla content, although its
Chlb content is also higher than several other populations.

For fungal markers, Erg shows little variability among populations (Fig. 2.11),
with the exception of M, whose Erg content per g dry weight is the highest. The same
is true for chitin, where SC has the highest value on both dry weight and surface area
bases and gives this population the highest Chit to Erg ratio, significantly higher than
K, CL, A and M samples.
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Chla Chlb a+b Chla Chlb a+b
Fig. 2.10: Chl a, b, and total Chl content calculated on a dry weight basis (left) and on a surface area basis
(right).

Loc. Chla/b

K 1.35+0.062
M 3.3+0.04 bd
CH 4.25+0.27 4
A 2.01+0.04 ab
CL 3.77+0.15
SC 3.12+0.07 bd
SP 2.32+0.03 abc

Table 2.9: Ratio Chla:Chlb

t 600
400 3
@
=
3
N
200
to
t 4000
F 3000 3
2 @
> =
3
& t 2000 ™

r 1000

K M CH A CL sC SP

Fig. 2.11: Ergosterol (Erg, top,
left: dry weight basis, right:
surface area basis), chitin (Chit,
middle, left: dry weight basis,
right: surface area basis) and

chitin to Erg ratio (bottom). Note
the different scales.

K M CH A CL sC sp

The analysis of amino acid content is shown in Fig. 2.12, where we can see a
fairly constant total amino acid content across all the localities. However, the
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composition is not that constant as arginine proportion is significantly higher in SP
population than in all others except CL.

\m@ 3000

r 2500

r 2000

r 1500

umol/g
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r 1000
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Fig. 2.12: Total aminoacids
content in pumols per g dry
weight (top left), umols per
m2 (top right), and arginine

proportion related to total
aa content (bottom left).

K M CH A CL sC SP
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Fig. 2.13: Total N content, in mg
per g dry weight (top left) and
mg per m2 (top right), NHs*
content in pmols per g dry
weight (middle left) and pmols
per m2 and C to N ratio (bottom).

K M CH A CcL sC sp

Results of elemental analysis and NHs+ are given in Fig. 2.13. Total nitrogen on a
dry weight basis is highest in M and lowest in SP. The pattern is similar for NH4+,
although differences are more marked. C to N ratio is, however, maximal in SP and
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minimal in M, because C values are similar between populations (Table 2.10). When
calculated on a surface area basis, SC population has the highest values.

Table 2.11 and figure 2.14 show the results of the analysis of sugars. Total sugar
content (on a dry weight basis) was maximal in M samples, and minimal in K.
Interestingly, this pattern reverses when ribitol to mannitol ratio is considered,
indicating that in M population this fungal sugar is higher in its proportion to the algal
ribitol than in K samples. However, this is not observed when we look at ribitol to
mannitol+arabitol ratio, even when arabitol shows no significant differences among
populations (Table 2.11). When calculated on an area basis SC had the highest value.

Loc. C N C/N NHa+

K 413+0.62  11.07+0.232 37.58+0.79  0.22+0.001°b Table 2.10: C and N content,
M 401+0.5bc 14.67+0.21> 27.43+0.352  0.6+0.022 in mg/g, C to N ratio, and
CH 401+1.3b  12.46+0.57b 33.54+1.632= 0.26+0.01b NH.* content, in pmols per g
A 4104022  10+0.072 40.96+0.31bc  0.39+0.02 dry weight.

CL 411072 9.68+0.67%  43.55+1.75bc 0.3+0.02b¢

SC  400+0.5>  11.13+0.062 35.9+0.19 0.53+0.03

SP 403+0.6bd 8.85+0.192  45.88+0.99b> 0.2+0.01°

Loc.  Tot. sugars Ribitol Mannitol Arabitol rib/man rib/man+arab
K 7.88+0.59: 1.12+0.07  1.73+0.12° 2.98+0.26  0.65+0.002¢  0.24+0.0042
M 28.48+0.42>  2.7+0.05 10.42+0.28  3.34+0.08  0.26+0.01x 0.19+0.004
CH  21.44+0.58 1.77<0.15  10.04+0.282  1.33+0.08  0.17+0.01b¢ 0.15+0.009
A 15.62+0.16 1.93£0.02  6.01=0.16 2.84+0.13  0.33+0.012 0.22+0.0032
CL  23.11+1.65 2.22+0.08  8.36+0.53 4.4+0.31 0.28+0.012 0.18+0.01
SC  22.39+0.33 1.46+0.09  9.13+0.09: 1.58+0.06  0.16+0.01¢ 0.14+0.008b
SP 22.8+2.22 1.94+0.23  9.37+0.98 5.64+0.89  0.2+0.01bc 0.13+0.001b

Table 2.11: Total sugars content, ribitol, mannitol and arabitol, in mg/g. Ribitol to mannitol ratio, and ribitol
to mannitol plus arabitol ratio.

Total sugars b 2

30 A

d

Fig. 2.14: Total sugars content in
mg per g dry weight (top left),
mg per m2 (top right) and ribitol
to mannitol ratio (hottom left).
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Gyrophoric acid is the major secondary compound synthesised by this species,
but according to the literature, it is not always present (Lgfall & Timdall, 2005). No
gyrophoric acid was found in any sample from K, SC and M, and it was present only in
half of the specimens from CL and SP. In contrast, all the samples from CH and A
showed high amounts of this acid (Fig. 2.15).

40

Fig. 2.15: Gyrophoric acid in
30 A arbitrary  units of area
respective to dry weight. No
statistical test was applied,
as there were not enough
replicates.

201

CA/g dw

Fluorescence measurements

Results of the induction and recovery curves are given in Figs. 2.16 and 2.17 and
Table 2.12. The populations fall into two groups: the first containing K, CL and SP, had
lower yields whilst the populations of the second group, CH, A, SC and M, were almost
identical and showed excellent recovery (Fig.2.16). The induction section yields more
differences among them, as it can be seen on Table 2.12, although in general,
significant differences are found among groups and not within them. However, this
pattern is fairly different if we look at the relative values of these parameters (Fig.
2.17). The two groups are no longer distinguishable, because the main difference
came from the initial Fv/Fm value, but the recovery is excellent in almost all of them.
When values are related to that first Fv/Fm value, the differences disappear. We can
just differentiate SP population from the rest due to its lowest values. SC and CL
populations also show significant differences with M for the minimal yield value, just
before recovery (PYi) and the first point after the beginning of the recovery section
(PYr). The minimal yield for K is significantly lower than M as well, but then, it shows
no difference at PYr, nor at its final value relative to initial maximal yield (PYf), as it
happens with PYf of SC and CL.
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Fig. 2.16: (a) Diagram explaining the parameters calculated from the induction and recovery curves.
Induction and recovery curves plotting PSIl quantum yield (®PSll) vs. time in minutes: (b) with SE bars (n= 8
to 12), (c) only the lines to ease comparisons. Arrows indicate the beginning of the recovery curve. For
details, see Material and Methods section.

Loc. Fv/Fm Y1 Yi Yr Yf

K 0.51+£0.03» 0.3+0.06° 0.32+0.06° 0.45+0.02" 0.5+0.02°

M 0.64+0.032 0.42+0.062 0.5+0.062 0.59+0.03 0.62+0.03
CH 0.64+0.062 0.44=0.082 0.46+0.072 0.58+0.052 0.63+0.052
A 0.63+0.032 0.44+0.052 0.47+0.042 0.56+0.042 0.62+0.032
CL 0.57+0.08» 0.32+0.06° 0.38+0.05bc  0.49+0.08" 0.56+0.08"
SC 0.64+0.032 0.41+0.062 0.44+0.052  0.56+0.042 0.63+0.032
SP 0.56+0.04> 0.37+0.07 0.33+0.05° 0.44+0.05° 0.54+0.03°

Table 2.12: PSIl quantum yield initial value (Fv/Fm). Y1 stands for PSIl quantum yield when first saturation
pulse is applied, Yi is the yield at the last point of the induction curve (pulse 14, see Material and Methods),
Yr the yield at the first point of the recovery curve (pulse 15) and Yf the yield at the last point of the recovery
curve (pulse 20) (n=12).
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Fig. 2.17: Comparison among localities of percentage of initial yield decay, when the first saturation
pulse was applied (PY1), percentage of decay at the last point of the induction curve (PYi), percentage of
recovery at the first point of recovery curve (PYr) and at the end of the curve (PYf). All percentages are
calculated respective to initial value of PSIl quantum yield (Fv/Fm).

Statistical analyses

We have performed multiple linear regression analyses to find an equation to
explain the variance in Amax, measured for each population at the optimal
temperature, water content and highest irradiation (1200 pmol photons m-2 s-1) and
calculated on a dry weight basis. Results are shown on tables 2.13 and 2.14. The
difference between them is that the analysis represented by table 2.14 does not
include K population.

The most important covariable, which best explains Amax for all the populations
is Chla. For the environmental variables, the greatest influence seems to be the
average temperature of the coldest month (Tm). R2 is high, 0.78 for the model with all
data, and 0.82 for the model where K was excluded. In this latter model, latitude was
significantly influent and C to N ratio was also nearly significant. For metabolic
variables, zero values have no validity as it is not possible to have any photosynthesis
with no Chl or C. However, environmental variables may have a value of 0 and intercept
values were calculated, but were not significant for our models. Multiple linear
regression models using Amax calculated on a surface area and a Chl content basis
were also performed. For the former, all variables were recalculated on a surface area
basis as well (data not shown). In this case, the most influential variables were also
Chla content, and C to N ratio was again close to being significant. R2 was slightly
higher, 0.79, for the full model, and lower, 0.72, for the model without K. For the
latter, latitude was not found to influence Amax calculated on surface area basis. When
Amax on a Chl basis was used as response variable (Chla content was then excluded
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from the analysis) no significant variable was found for the full model. When K
population was excluded, C to N ratio and Tm were again significant, although R2 was
much lower (0.55). In this case, latitude was also significant.

F p Variance Coefficients Table 2.13: Result of a multiple linear
explained regression model for Amax testing for the
Model 10.66 <0.0001 78.04 effects of C to N ratio, Chla content, ribitol
Main effects to mannitol ratio, Precipitation, Tm, TM,
Intercept 0.0202 0.888 0.609 and Latitude. F  value, statistical
C/N 1.6012 0.222 5.19 -0.074 significance (p) and the percentage of
Chla 9.7364 0.006** 31.56 4.0164 explained variance by each effect and by
Precipitation  0.0889 0.769 0.29 0.0003  the model, as well as the regression
Tm 0.886 0.359 2.87 0.225 coefficients are shown. Degrees of freedom
™ 0.1406 0.712 0.46 0.142 are 8,18 for the model and 1,18 for each
Latitude 0.3759 0.547 1.22 0.05 effect. ** indicates 0.01>p>0.001.

Table 2.14: Result of a multiple linear

F P Variance Coefficients regression model for Amax testing for the
explained .

effects of the same parameters than in table
Model 11.84 <0.0001 81.72 . .

2.13, but excluding K population. F value,
Main effects o .

statistical  significance (p) and the
Intercept 2.595 0.128 -11.078 . .

percentage of explained variance by each
C/N 3.489 0.081- 7.63 -0.111 effect and by the model, as well as the
Chla 15.225  0.001** 33.30 5.613 . -

o regression coefficients are shown. Degrees
Precipitation 2.064 0.1 7]% 4.51 0.002 of freedom are 6,15 for the model and 1,15
m >.146 0.038 11.26 0.853 for each effect. - Indicates 0.1>p>0.05; *
™ 0.112 0.743 0.24 0.117 indicates 0.05>p>0.01; o indicates
Latitude 4.683 0.047* 10.24 0.365

0.01>p>0.001.

Latitude effect

The effect of latitude is shown in Table 2.15. It was found an increase on
Pearson’s product-moment correlation coefficients, as well as of significance, when K
population was excluded from the analysis.

Parameters All localities Excluding K

r b r b Table  2.15: Pearson’s  correlation
Amax ~0.06 0.77 _0.65 0.001%* coefficients (r) and significance for the
GP 026 022 ~0.61 0.003** correlation between latitude and the
chl _0.58 0.003** -087 0OF* indicated parameters, with all the
Erg _0.26 0.2 _0.77 O+ samples  (left) and excluding K
Total sugars 0.28 0.18 -0.31 0.16 population (right). ' Indicates
Total aminoacids  -0.35 0.096-  -0.71 0.0002** 0.1>p>0.05; indicates
C/N 0.36 0.078- 0.64 0.001 % 0.05>p>0.001; *** indicates p<0.001.
N -0.38 0.06- -0.71 0.0002%***
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Fig. 2.18: Potential niche of Umbilicaria decussata, after a MaxEnt analysis with the environmental conditions
of the last glacial period (top), the current environmental conditions (middle) and the predicted conditions
for the year 2050 (bottom), according to the IPCC (2007) (bottom).

Niche modeling

After the MaxEnt analyses (Fig. 2.18) with past, present and forecasted (for the
year 2050) environmental conditions, we can see that U. decussata has a potential area
restricted to the polar and alpine zones (Kérner et al., 2011). Its area was much wider
at the LGP, and it seems that the future conditions would cause its disappearance from
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the high mountains of temperate and subtropical areas, but its area would be slightly
larger in polar regions.

DISCUSSION

Phenotypic plasticity allows organisms to survive under varying environmental
conditions and to colonise different habitats. Plastic response to the environment
seems especially valuable for organisms that are sessile, grow slowly and where
complex buffering processes are not present (Pintado et al.,, 1997; Sultan, 2000).

Despite the large differences in environmental conditions of the locations where
Umbilicaria decussata grows (Fig. 2.1) and which are in themselves an indication of its
ability to adapt, the presence of this species always indicates alpine climatic
conditions. It is not found in the milder, lower environments, possibly because its
carbon balance would not be favourable under those conditions. Being present in
almost all the places considered alpine (sensu Korner et al., 2011) worldwide, it is a
very representative species of those habitats, and therefore, a decrease of the
populations of this species would reliably indicate the retreat of alpine habitat, being a
useful marker of alpine habitat loss. Hence the importance of understanding its
ecophysiological behaviour and its response to changing conditions.

This study tried to ascertain whether Umbilicaria decussata showed a different
behaviour in the seven localities sampled, from different points of its temperate and
tropical distribution, and, if not, how wide its physiological ranges were.

The most sriking result that we have found in this study was the more or less
marked correlation between latitude and some measured parameters. These are:
increase in Amax and GP, Erg, Chl, aa, N and sugar content in lower latitudes; and
increase in C to N ratio at higher latitudes. The trends were always more clear when K
population was excluded (Table 2.15), when all the former parameters were found to
be more significant, with the only exception of total sugar content. The inclusion of K
in the data used to model the response of Amax is probably the cause of latitude not
then being a significant factor (Table 2.13), as the exclusion of this population makes
latitude having a significant influence. This result is in marked contrast with the
absence of any latitudinal pattern in different Cladonia species (Lechowicz & Adams,
1979), but in agreement with other studies that found latitudinal trends (Schipperges
et al., 1995; Sancho er al, 2000). These other studies were made within a restricted
latitudinal gradient, with less populations and always comparing temperate and polar
samples. In this study, we could broaden the range to the tropics. Had we had also
included polar data, it is most likely that we would have found the same pattern, as it
can be inferred from our data and measurements made with U. decussata from
Antarctica (Lange 1965; Green et al., 2011b). Interestingly, Green et a/. (2011b) did not
find any difference in NP rate between two Antarctic populations of U. decussata
separated by 22° of latitude, which they explained as microclimate being more
important than macroclimate.
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The big question that arises from our results is what is really driving this
response to latitude. We have seen the influence of Chla and temperature in the
productivity (Table 2.14). A higher temperature when active provides the lichens with a
more efficient photosynthetic performance (higher KF) as long as the temperature
remains within the suboptimal range which is what they usually experience in the field
(Schroeter et al., 1995; Green et al., 1995), thus making it possible for them to have a
more active metabolism, which, combined with a higher N status, leads to the higher
amounts of sugars, amino acids, pigments, that we could observe in this gradient. It
has been demonstrated that the tree line, and hence the alpine zone, follow mean
temperature at all latitudes (Kérner & Paulsen, 2004). In our analysis, the most
important temperature seems to be the average of the coldest month (Table 2.14), and
not the average of the warmest month. This would suggest that winter is the key time
for these organisms, as it is a period outside the growing season per se and the
posibility of becoming active in this time of year could make an important difference.
Length of the active period would influence the effectiveness of all other factors that
influence productivity. A longer active time would easily explain the greater
productivity and amount of metabolites, but time when active can also be important,
e.g., activity during a warm night can cause large respiratory losses (Lange, 2003a;
Reiter et al., 2008). As poikilohydric organisms, their active time is limited by water
availability. The more constant climatic conditions towards the Equator provide plants
with a longer growing season (Korner & Paulsen, 2004). The frequent presence of fog
would allow longer active periods due to the humidity it provides, as well as to the
helpful sunscreen which avoids the fast drying out of the thalli under full sunlight.
Temperate regions with a strong seasonal contrast only have some periods of the year
when fog is prone to be formed, whilst in tropical areas this can occur everyday. The
contrast of temperatures between winter and summer is also very important. In
tropical areas the temperature regime could be very adequate for lichen growth, as
temperatures during the day tend to be warm, allowing a good productivity, while they
tend to be low during the night, which minimises the carbon loss by respiration. In
temperate areas temperatures can be high in summer, also during the night, causing
an important carbon respiratory loss. In winter most precipitation is in the form of
snow, making the water unavailable for photosynthesis. In Mediterranean areas no
photosynthesis is possible in summer during the day, due to the characteristic summer
drought. This limits very much the active time. In fact, Kérner & Paulsen (2004)
measured an even shorter growing season in Mediterranean than in boreal areas.

Which are the reasons for K being excluded of this gradient? It is possible that
the samples were somehow damaged before they were studied in the laboratory. This
could have occurred during the transport process between the field and their arrival to
the lab, and/or the samples could have been already damaged when they were
collected. As an alpine lichen, U. decussata might be expected to be very tolerant to
desiccation, but not all the lichens can cope effectively with drying. Green et al. (1991)
showed a high mortality of Pseudocyphellaria dissimilis samples when exposed to very
short periods at 5-16% RH. Indeed, this rainforest species turned out to be more
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sensitive to desiccation than aquatic lichens. Coxson (1987) also reported the extreme
sensitivity to drying of Cora glabrata (under Cora pavonia), a basidiolichen from the
cloud/mist zone of a tropical volcano. However, samples of the same species (under
Dictyonema glabratum) were found to have photosynthetic activity after complete
drying by Larcher & Vareschi (1988), thus showing a different tolerance to desiccation
within the same species. In spite of the obvious differences between an alpine
chlorolichen and basidiolichens or rainforest cyanolichens, coming from a misty
environment, our K population could have suffered more than any other population
from the effects of desiccation, previous to freezing and measurements. This is
supported by the lowest TSW value found in these samples, which suggests that the
lichen is used to a moist environment (further discussion below), not requiring to
invest any resources in the reinforcement of its thallus. We cannot discard the
possibility of prior damage of these thalli. Kilimanjaro forests are in regression due to
land use changes, logging and fire, especially since the early sixties (Soini, 2005). It
has been established that land use in the vicinity of montane regions alters
topographically generated circulation patterns, as well as temperature and moisture of
lowland air masses that ultimately impact orographic cloud formation (Lawton et al.,
2001; Nair et al, 2003). This fact has been linked to a differential change on
precipitation and rainfall regime between the treeline and the summit (Hemp, 2009;
Fairman et al., 2011). This way, the vegetation of this region is suffering from the rapid
change in water regime they are experiencing (Hemp, 2009). Therefore, the population
of Umbilicaria decussata could be in retreat in this locality. This is supported by the
low values found in Chla fluorescence, compared to the other populations. The good
recovery dynamics may indicate that the damage was not due to manipulation prior to
measurement, but already present when samples were collected.

We will now discuss in detail the changes in every parameter shown by the
studied populations.

Gas exchange and water relations

We have found interesting differences in the ecophysiology of these seven
populations of this single species, which may be attributable to the different climatic
conditions they live in.

M shows the highest NP rates irrespective of light intensity or temperature when
calculated on a dry weight basis (Figs. 2.2, 2.3 and 2.5). This trend is not maintained
when calculations are based on Chl content or surface area (Figs. 2.3 and 2.5), where
values become much more similar among populations, excepting K, which always
shows the lowest value.

A thallus with a high surface to weight ratio (low TSW) might have a more
efficient light harvest, as self-shading of Chl molecules is less likely to occur. With the
same Chl content on a dry weight basis, it would reach higher NP rates by Chl content,
as Chl molecules would be all fully exposed to light. But its water content would be
smaller, as found here (Fig. 2.9). K population possesses the thinnest thalli, taking into
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account that its TSW (Table 2.6) is lowest, which partly explains its lowest
photosynthetic yield when calculated on a surface area basis (Fig. 2.5). Similarly,
although its Chl content per dry weight is one of the highest, it is the lowest on a
surface area basis, and a very important proportion of this Chl (40%) belongs to Chlb,
resulting in a high harvesting efficiency, but a low energy transport by Chla (Dale &
Causton, 1992). When NP is calculated on a Chl content basis, K shows the lowest
value as well, significantly lower than CL, which has a similar Chl content by surface
area unit, but much lower on a dry weight basis. This could indicate that, in spite of
the Chl content and its enhanced light harvesting capacity, and taking into account its
thinnest thallus, which would discard self-shading effects, its Chl could be less
efficient due to degradation. This is further supported by phaeophytinization quotient
(PQa, data not shown), which was lowest for K individuals (0.96, when optimal value
should be between 1.3 and 1.4, according to Garty et al., 1985). As extraction and
measuring processes were identical for all samples, this suggests a previous
degradation.

On the other hand, the high NP rate of M population both on a dry weight and a
surface area bases is mostly explained by its high Chl content, which indicates a higher
investment in photosynthetic apparatus (Figs. 2.5 and 2.10). Indeed, its NP rate on a
dry weight basis is the highest compared to the other six populations. However, it is
not so when NP is related to Chl content. In this case, the values are similar for the
seven populations. This could be due to a relatively constant amount of Chl per active
centre. But in M population there could also be a self-shading effect, decreasing the
potential efficiency of Chl (PQa values are now normal). This is suggested by the
comparison with CL population, which displays rather average values, with little Chl
content and a NP rate not very high. Its NP rate on a Chl content basis is higher than
the one of M, explaining the lower rates on a dry weight basis by the difference on Chl
content and also by the higher TSW value of CL, considering that an increase on TSW is
likely to be mostly due to the fungal partner. NP rates are very similar on a surface area
basis, although M has higher Chl content per m2. Therefore, it seems that CL uses its
available Chl in a more efficient way, supporting the hypothesis of a possible self-
shading in M algal population.

In our study, Tcl and Tcu (Table 2.3) were calculated from the adjusted equation,
they are not empirical values. Already Lange (1965) proved the capacity of this species
to have an important photosynthetic performance at low temperatures, and the
populations which seem to be more tolerant to cold are M and CH, which have the
highest NP at 0 °C, with a very similar DR. However, at least M population seems to be
hardly ever exposed to such low temperatures in the field (Table 2.1). Laboratory
studies have been found to be good predictors of the behaviour of lichens in their
natural habitat, thus allowing to interpret field data (Lange et a/, 2001, Reiter et al.,
2008), but they cannot give any indication of field performance. For this reason, these
populations would deserve further field studies to be able to estimate accurately actual
CO; gain under field conditions. It is remarkable that SC and SP, the populations with
the lowest Tcl value, come from the coldest places, with 160 days of frost and 168
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days with snow cover per year at the meteorological station, 500 m below the place of
collection (data for SC). Taking into account that in these two localities precipitation is
mostly in the form of snow (100 days per year for SC), it is likely that they are not very
active in winter, not being limited by temperature, but by water availability. However,
they seem to be well prepared to fix CO; in winter, taking advantage of snow melting
during cold, but sunny days, which often happen in Mediterranean mountains and are
not rare in Pyrenees. SC is also the population which displays the highest value of Tcu,
thus having the broadest temperature activity range (45.66 °C vs. 29.52 °C for K),
followed by M and SP (41.94 and 37.36 °C, respectively). This is a further indication of
the versatility of this species, which must be enhanced in this Mediterranean high
mountain population, as the diurnal temperature and RH changes make alpine
environments more extreme than arctic environments (Kappen, 1988). We can also
have an idea of the potential productivity that each population would have in the
studied range of temperatures by comparing the area under the temperature curve
(Fig. 2.2 and Table 2.3). SC and SP, although having broad ranges, are not the most
efficient, because their productivity is not as large as in other populations with a
narrower temperature range (e.g., CH). However, M has both a wide range and a high
productivity, thus being by far the most effective over the measured temperature
range.

SC shows the highest TSW value, which partly explains its low photosynthetic
efficiency per dry weight unit, but much higher per surface area unit and Chl content.
The thickness of the thalli (pers. obs.) characterise this population, distinguishing it
from the others in many aspects and greatly influencing its physiological response.

CL and CH populations are geographically very close to each other, compensating
their difference in altitude with the difference in latitude (Fig. 2.1). Their NP rates are
fairly similar, regardless to the basis of calculation, but some differences can be
observed. CH always shows higher values of Amax at all temperatures measured (Fig.
2.6). This is in part due to the higher Chl content of CH samples, but this pattern can
be observed as well in the photosynthetic efficiency quotient (KF) (Fig. 2.8, Table 2.7).
Differences, although non significant, are clearly higher at lower temperatures,
suggesting better acclimation to low temperatures in CH, as expected. The effects of
living in a higher place, thus, with a higher light level (Kérner, 2007) can also be
observed in the PPFD compensation and saturation values (Green et al, 2008).
Although CL values for temperatures other than 15 °C should be considered with
reservations for the reasons detailed in Material and Methods, it is remarkable the
switch that can be observed in the pattern of Pc. Namely, at low temperatures CH
seems to reach compensation at lower PPFD, being thus more efficient between 0 and
10 °C; but at 15 °C, it is CL which compensates before, indicating that it lives under a
lower irradiance environment. This is confirmed as well by Ps values, where a
significant difference can be found between these two populations at 15 °C. This
response to the light environment has already been described (Kershaw, 1985; Green &
Lange, 1991; Green et al, 1997). CH is in fact significantly different from all other 6
populations regarding this PPFD saturation value at 15 °C (Table 2.5). Although there
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are populations from similar (SP and SC) and even higher altitudes (K and M), this
result is not very surprising; SP and SC come from places where high irradiances hardly
ever coincide with water availability, so lichens are usually not active under high PPFD
(although, as mentioned above, SC population seems to be adapted to take advantage
of cold and sunny days, but irradiances are not so strong in winter). M and K grow in
an often cloudy and/or foggy environment (Beaman et al.,, 1962; Duane et a/., 2008). A
and CL populations come from localities at similar altitude and latitude, so it is not
surprising that they show similar photosynthetic behaviour, with similar Pc, Ps and
apparent quantum yield (®) values (Tables 2.4, 2.5).

The two Spanish populations, SP and SC, have similar light regime and
photoperiod, but the climate is very different, despite their close proximity. The main
difference is the rain regime, which for SP is much more even across the year, as the
climate is actually eurosiberian, whereas for SC, rain in summer is very rare and often
absent, being a typically Mediterranean climate area. They show similar Chl content on
a dry weight basis; but, on a surface area basis, although the difference is not
significant, SC value is clearly higher. This difference is explained by the significantly
higher TSW of SC (450 vs. 311 g m-2), which allows a better water storage and hence,
an increase on the length of active periods. The same is true for photosynthetic
response. SC always shows higher values (Fig. 2.5), but the biggest difference can be
found when calculations are based on a surface area basis. As it can be seen in Fig.
2.4, photosynthetic behaviour against temperature is quite similar in both populations,
but SP always has lower values of Amax (Table 2.2, Fig. 2.6), as well as lower KF (Table
2.7) and higher Pc and Ps values at all the temperatures measured (Tables 2.4 and 2.5),
some of them significantly different. It is then likely that, in their natural habitat, SC
samples are usually active under lower irradiations than SP samples. All this data,
together with the higher water retention capacity of SC, lead to think that this latter is
well adapted to its environment, where a higher water retention is very suitable, taking
into account the more uneven rain episodes. This is further supported by the more
whitish aspect of the thalli from this population, which do not absorb as much
radiation as the darker thalli, allowing for a longer water retention time (Sancho &
Kappen, 1989; Valladares, 1993). Pintado and her coworkers described a differential
behaviour between sun and shade forms of Ramalina capitata (Pintado, 1996; Pintado
et al., 1997) as well as of Diploschistes diacapsis (Pintado et al., 2005), which could
well be applicable in this case. She observed that south-facing populations of R.
capitata had a higher water holding capacity and longer retention time, which was
explained as a consequence of the shorter duration periods of activity on the south
face of the rocks, compared to the north face, where evaporative forces are lower. In
the case of D. diacapsis, she measured a higher NP rate on sun populations. Both
strategies aim to maximise the photosynthetic performance on the periods of
metabolic activity, briefer in the sun exposed niches. Also fluorescence results indicate
a lower efficiency of SP (Table 2.12, Figs. 2.15 and 2.16). We find significantly higher
PS Il quantum vyield values for SC.
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The highest efficiency (KF, Table 2.7, Fig. 2.8) does not coincide in any
population either with optimal NP temperature or with optimal gross photosynthesis
(GP) temperature (which was not reached over the measured temperature range, being
above 25 °C). Far from that, the highest efficiency is reached, depending on
populations, at 0 or 5 °C. This is clearly due to the higher sensitivity of respiratory
metabolism to cold temperatures, compared to NP, which is also lower at lower
temperatures, but it is not as much affected as DR (Lange, 1965; Schroeter et al.,
1994; Lange & Green, 2005, 2006).

In our data, M and K, which live, as stated above, in an often foggy and cloudy
environment (Figs. 2.19 and 2.20), show a low water holding capacity and short
retention time, related as well to their low TSW, because they do not need to retain
water, as it is frequently available. It may be also a strategy to avoid excessive
radiation by drying out quickly when clouds and fog clear up. On the other hand, SC
shows the highest water holding capacity related to surface area, as shown in Fig. 2.9,
and it also has one of the highest water retention times (Table 2.8). This is in
agreement with its TSW, and the previous discussion about environmental conditions.
We can infer that it is likely that wetting events are more infrequent for SC than for M
and K. This would explain the lower NP rates shown by K when compared to SC (and
almost to every other population, indeed). Moreover, K shows the lowest Chla to b
ratio, so we could say it behaves consistently as a shade acclimated lichen (see below).
But M population is remarkable by its outstanding values in every parameter measured
(see also below). It could be argued, similarly to the previous discussion about SC
population, that M also would show these high photosynthetic rates to try to maximise
its productivity during brief active periods, but this is not likely in this case, due to the
low water retention capacity and TSW value of this population. The rainfall is seasonal,
the wet period extends from May to October. During it, storms are frequently daily,
and they alternate with sunny periods. This population would then become active
almost every day during six months. Therefore, not only its active time in the field is
thought to be longer than most of the other populations, but it also displays the
highest values of NP, with a very large Chl content, and the highest photosynthetic
efficiency. This population seems to be beyond any rule, due to the combination of
mild environmental parameters, with relatively warm temperatures, not a high variation
along the year and a very convenient moist regime. All of them assure a very long
active time throughout the year in very suitable conditions for growth and
development.

As previously stated, field measurements and microclimatic monitoring studies
would highly improve our understanding of these situations.

Subcellular components

Chlorophyll

Chla has been extensively used as a proxy for the quantity of the algal partner in
the lichen symbiosis (e.g., Raven, 1992; Tretiach & Carpanelli, 1992; Enriquez et al.,
1996; Palmqvist et al., 2002; Dahlman & Palmqvist, 2003; but see Strobl & Tirk, 1990;
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Valladares et al, 1996). The values we have obtained are well within the range
measured for foliose boreal temperate green algal lichens (Palmqvist et al., 2002), as
well as for members of Umbilicariaceae (Valladares et al., 1996) (Fig. 2.10). Chla has
been found to correlate both with NP and DR between species (Tretiach & Carpanelli,
1992; Green et al, 1997; Palmqvist et al, 1998; Palmgvist & Sundberg, 2000;
Palmqvist et al. 2002). This fact led Palmqvist (2000) to suggest that mycobiont
carbohydrate demand might regulate the amount and/or activity of the photobiont, for
a range of lichen species. Palmqvist et a/. (2002) showed, in a broad range study with
75 lichen species, that photosynthetic capacity appears to increase more than
respiration with increasing Chla, in an adequate response implying a higher carbon
gain to support the increased maintenance respiration of a thallus which probably has
a higher N content, taking into account the positive relationship between N and Chla.
We could ascertain for the first time the maintenance of this pattern within a single
species as well. Indeed, the Pearson’s product-moment correlation coefficient between
Chlaand DR at 10 °Cis r= 0.5 (p=0.01), whereas it is r=0.82 (p=0), for the regression
between Chla and Amax (data not shown). Chla is also related to KF (r=0.60, p=0.001,
at 5 °C), as Palmgvist & Dahlman (2006) suggested for the foliose chlorolichen species
Platismatia glauca, but could not confirm, for they lacked CO, exchange data.

<

Fig. 2.19: Place
of collection of K
samples. Photo:
Dr. Lucia
Muggia.

There are significant differences between populations regarding Chla to b ratio,
with the highest value belonging to CH (4.3) and the lowest to K (1.4). A high amount
of Chlb has been used as a measure of pollution damage, for Chla is more sensitive to
air contaminants, being converted to phaeophytina more easily than Chlb to
phaeophytinb (Garty et al., 1985, 1993; Weissman et a/., 2006). But for our data, this
should not be the case, as Kilimanjaro is 200 km away of Nairobi, whereas lztaccihuatl
volcano is only 60 km away of Mexico D.F., so the increase of relative Chlb is more
likely due to light conditions. This is further supported by the results of Pc, Ps and the
apparent quantum yield (¢, data not shown). This latter parameter is highest in K
(0.055+0.002 at 15 °C), and lowest in CH (0.02+0.002), inversely related to Pc and Ps,
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as shown in Green et al. (1997). This high value found in K is caused by the
combination of its highest DR rate and the fact that Pc is quite low. But, as shown in
Kershaw (1985) and Palmqvist (2000), high values of ¢ and low values of Ps are
indicators of low Amax. Therefore, although its NP rates are lowest, this is
compensated by its highest apparent efficiency, which allows this population to reach
its maximal rates before, with lower light intensities. All these facts would indicate a
more intense light habitat for the populations with higher values of Chla to b ratio, Pc,
Ps and lower values of ®. Indeed, K habitat is described as having a 40% of cloudy days
at noon (Duane et al., 2009), thus reducing considerably the irradiation at the brightest
time of the day. Hence, as stated above, we could consider K a shadow acclimated
population. M also has a fairly high ® (0.04+0.001 at 15 °C), and a lower Pc than K
(Table 2.4), which, added to its much lower DR, makes of it a much more productive
population, leading to an increase in Ps, as explained by Kershaw (1985) and Palmqvist
(2000). This means that, even when its habitat is also described as usually foggy, it
seems to be adapted to take advantage of the moments when fog clears and higher
irradiance is available.

Fig. 2.20:
Iztaccihuatl
volcano, where
M samples were
collected. Photo:
Sarah Leen. O
2005 National
Geographic
Society.

Ergosterol and chitin

Ergosterol (Erg) values are similar in our populations, within the range for foliose
boreal temperate lichens, as described in Palmqvist et al., 2002, with the exception of
M, which is the highest and significantly different from 4 other populations. Chitin
contents are also within normal values (Palmqvist et a/., 2002), but it is SC population
the one which stands out, showing the highest chitin to Erg ratio as well. This may be
just a reflection of the strategy of SC population to cope effectively with strong winds
and heavy snow (Kappen, 1988). Its investment in structure and resistance tissues is
highest. There is actually a positive significant correlation between TSW and chitin
content per area (r=0.72, p<0.001).

Erg was found to be tightly related with DR rates (Sundberg et a/, 1999). We
pooled the data of all populations, and, when considering U. decussata’s DR and Erg
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per dry weight, we could not find any relationship, but with surface area-basis
calculated data, there is a statistically significant trend at every temperature, with r
(Pearson’s) ranging from 0.31 (0 °C) to 0.59 (10 °C), showing a clear tendency for
increased respiration with higher Erg content. It is likely that we would have got a
higher r, as in Sundberg et al. (1999), had we had more data. It is interesting to see
that the pattern found by those authors with 8 different species is maintained in many
ways within a single species. In agreement with that study, we found that samples with
high thallus C to N ratio had lower Erg content and lower DR rates (r= -0.75, p<0.001,
for Erg vs. C/N). Unlike other studies centred on a single species (Sundberg et al/.,
2001; Dahlman et al., 2002, Dahlman & Palmqvist, 2003; Gaio-Oliveira et a/., 2005;
Palmqvist & Dahlman, 2006), we found a tight relationship between Erg and total N
content (r= 0.82, p<0.001), so, at least U. decussata does not satisfy the proposed
theory about a possible constant concentration of active fungal hyphae in relation to
thallus mass and irrespective to N content. Thallus nitrogen content was also a very
good predictor of DR at every temperature, especially when calculations were referred
to surface area (r from 0.36 at 0 °C to 0.76 at 10 °C, p always <0.01). This means that
samples with low respiration seem to be relatively rich in carbon compounds that
contribute to biomass, but with low metabolic turnover and energy demands, and a
high N content would lead to an even higher energy requirement related to protein
turnover (Palmqvist, 2000; Lambers, 1985). Indeed, we found higher amount of total
amino acids (Taa) in the samples with higher N content, and, consequently, Taa was
also related with DR at every temperature from 5 to 25 °C, with r between 0.61 and
0.71, and p<0.01, as well as with Amax (r=0.67, p<0.001), again supporting the
relationship between energy demand and Amax. Chla content was also slightly, but
significantly related to DR from 5 to 25 °C, in agreement with Palmqvist et a/. (1998),
Palmqvist & Sundberg (2000), and Palmqvist et a/. (2002) (r from 0.47 to 0.67, and p
always <0.02).

Nitrogen and amino acids

SP population has been found to have the lowest N amount, with the logical
consequence of the lowest total amino acid (Taa) content. However, it is the population
with the greatest relative investment in Arg (Fig. 2.12), a 7% of total aa content (data
nor shown), while the other populations have between 3 and 4%. Arg % is inversely
related to the NH4*+ content, as expected (r=-0.39, p=0.05). Therefore, SP population
might be more sensitive to N (Dahlman et a/,, 2002, Dahlman & Palmqvist, 2003),
although, according to its N content, its habitat is not at all N-enriched. Hovenden
(2000) reported a maximum N content for Antarctic samples of U. decussata of 7.72
mg g, slightly lower than our SP samples, but the half of N content found in M
population.

Sugar alcohols

We found a relatively constant amount of ribitol with M having the highest value
(2.7 mg g-' dry weight) and K the lowest (1.12 mg g-!). Arabitol content differed little
among populations. In contrast, mannitol is lowest in K, which is also the only
population which has more arabitol than mannitol. This fact makes its having the
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highest ribitol to mannitol ratio. If we calculate the ratio ribitol to arabitol+mannitol,
i.e., algal vs. fungal sugars, K still has the highest value, but now it is more similar to
the rest. Arabitol is depleted more rapidly than mannitol under stress conditions,
therefore, it may function as a short-term carbohydrate reserve (Palmqvist et al.,
2008). All the populations seem to need a similar absolute amount of disposable
carbohydrates for their metabolism, irrespective to the different levels of the rest of
sugars. This demand seems to be too large to allow K population to accumulate
mannitol. Arabitol shows no relationship with Amax, whereas both ribitol and mannitol
content do, with higher r and slope between ribitol and Amax (r=0.62, p=0.001 and
slope=2 for ribitol; r=0.46, p=0.02 and slope=0.3 for mannitol). Palmqvist & Dahlman
(2006) showed in a previous study with Platismatia glauca a much higher amount of
arabitol, both in a relative and an absolute content. However, excepting K population,
values for ribitol are very similar and mannitol is higher in our dataset. This might be a
specific feature, but we do not have enough data to be sure. It is also true that U.
decussata and P. glauca have contrasting habitats, which may partly explain this
difference. Living in such harsh environments, U. decussata may need more polyols to
protect its cells against desiccation, thanks to their function as regulators of osmotic
pressure and turgor (Farrar, 1988; Ahmadjian, 1993; Green et a/, 2011a). Living in
forests, P. glauca likely has more infrequent desiccation-rehydration cycles. Moreover,
alternating drying and wetting of thalli was required for polyol metabolism and
translocation in Hypogymnia physodes, according to Farrar (1976). Finally, it is also
true that our samples had slightly higher amounts of N, Chl and Erg than Platismatia
glauca, which would provide them with a higher photosynthetic productivity, leading
then to the found higher sugar content, but this is a hypothesis that can not be tested,
as that study did not include CO; exchange data (Palmqgvist & Dahlman, 2006).

Fluorescence

Results from Chla fluorescence measurements showed lower ®PSIl absolute
values for K, SP and CL populations (Fig. 2.16, table 2.12). This fact further supports
the observed rates of gas exchange, especially the low values for K and SP populations.
Photoinhibition may likely explain the values of SP, which would be supported by its
lower ability to recover the initial yield value during the recovery curve (Fig. 2.16)
(Bartak et al., 2008). But in the case of K population, the reason could be different, as,
although having lower values, its recovery is as good as in all the other populations.
This would indicate a very efficient quenching system for the protection against the
high light.

Statistical regression

The best regression (Tables 2.13 and 2.14) found by us shows the critical
importance of Chla in the photosynthetic performance of Umbilicaria decussata. As
explained above, this result is in accordance with many studies, both between and
within lichen species (Tretiach & Carpanelli, 1992; Green et al., 1997; Palmqvist et al.,
2002). Chla accounts for the 32% in NP variation (Table 2.13; 33% for the model
without K population, in Table 2.14). As shown in Palmqvist et a/. (2002, 2008), this
could seem surprising, for only a 0.37-0.85% of N is invested in Chla (data not shown).

123




But this fact is actually indicating that investments on Chla covary with total
investments on photosynthetic apparatus, suggesting that the ratio between Chla and
other photosynthetic proteins may be constant in lichen photobionts (Palmqvist et a/.,
1998). Therefore, Chla appears to be an easy to assess, proxy for photosynthetic units
(PSU), which might not be related to number of photobiont cells, at least in
Umbilicariaceae, according to Valladares et al. (1996).

When K population was excluded from the dataset (Table 2.14), Chla was still
found to be the most explaining variable, but other parameters had also become
significant. The most striking of them is latitude, whose influence rose from a 1.22% of
variance explained to 10.24%.

All climatic factors included in the model accounted together for the 16% of the
variance of Amax, but only Tc was significant. C to N ratio was on the border of
statistical significance. C/N is negatively correlated, indicating that the higher the N
with respect to C is, the higher the Amax, which is easily understood taking into
account that lichens get their N by passive wet or dry deposition, and are usually N
limited (Crittenden et a/. 1994; Johansson et al., 2010).

Polar and alpine areas are suggested to be especially sensitive to climate change
and global warming (IPCC, 2007; Beniston, 2003). Predictions of IPCC report for these
habitats include temperature and CO, atmospheric level increases, glacier retreat and
change in snowfall/rainfall regime. Looking at our results, on the one hand, the
predicted temperature and CO. concentration increases might seem positive for U.
decussata, as we could see that optimal temperatures for Amax are much higher than
in the field. Nevertheless, temperature is not a major influence on photosynthetic rates
at the usual irradiances to which lichens are exposed in natural conditions than it is at
1200 umol photons m-2s-1, the highest irradiation of experimental conditions, which
very rarely occurs in the field. Moreover, fungi have been described as capable to
acclimate their respiration rates to changes in temperature (Lange & Green, 2005). And
they would also generally benefit from the predicted N-deposition increase, living in
habitats where N is highly limiting. But, on the other hand, in spite of these three facts,
it seems more likely that the distribution of this species would be negatively affected.
The niche modeling analysis for the future conditions (Fig. 2.18) shows an increase of
the distribution of this species in polar regions due to glacier retreat, but a decrease or
even disappearance in temperate and subtropical regions. And the retreat of the
potential area of this species from the LGP until nowadays is clearly seen. A warmer
scenario would not be favourable to any of the studied populations. Indeed, an
increase of 5 °C would cause a decrease of KF, from the 8% of the maximal KF for CL to
the 34% for M (calculated from KF decrease from 10 to 15 °C). This way, the population
which seemed to be better adapted to its environment by a higher productivity and a
more active metabolism, is the one with lowest phenotypic plasticity, in agreement
with Valladares et a/. (2007), and may be more vulnerable to environmental changes. In
addition, precipitation in Central America is expected to decline by between 10 and
20% for the period 2090-2099 respective to the period 1980-1999 (IPCC 2007). The
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same will be true for Andean range and especially, for Mediterranean area, which is in
a high risk of desertification. In contrast, precipitations in Kilimanjaro area are
expected to increase a 10% between December and February for the same period,
although it is likely that the forest removal would actually have a major influence,
reversing this prediction. In the eastern part of Australia a slight decrease in
precipitation is expected (IPCC, 2007). Therefore, only our K population would be
theoretically favoured by precipitation regime change, but it is likely that at the end,
the increase of rainfall would cause also its retreat, for, combined with the increase of
temperatures, it would allow the colonisation by more competitive species. According
to Davis et al (1998), biotic interactions, which are not taken into account for
ecological niche modelling, might play a prominent role in determining the distribution
of species under changing climate conditions. It is generally assumed that global
warming leads to shifts in species distribution towards higher latitudes and elevations.
Some recent studies, however, point to an inverse trend, which is explained as a result
of competitive interactions (Lenoir et al, 2010), human land use modification
(Archaux, 2004), specific responses (Millar et al, 2004) and, interestingly, to the
interaction between changes in temperature and water balance (Crimmins et a/., 2010).
Nonetheless, in the case of lichens, and specifically, of Umbilicaria decussata, it could
be that the influence of temperature change would have a more marked effect on its
possible distribution shift than water balance, in comparison with other organisms,
due to its poikilohydric nature and tolerance to desiccation. But the interactions of all
the cited factors would be determinant for the response of this species. We had
hypothesised about a possible higher phenotypic plasticity of temperate populations,
which would provide them with more possibilities of survival under the new scenarios
forced by climate change, irrespective of its nature. From our results, we cannot reach
a simple general conclusion. SC population seems to be better prepared than SP for the
expected changes in Mediterranean area (IPCC, 2007), having a slightly lower loss of
KF with increasing temperature (20 vs. 31%), and especially, due to its higher water
retention ability (Green & Lange, 1991). But, irrespective to their plasticity, they might
not be capable to cope with competition pressure, as they cannot escape from it by
going higher, for they already are at the top of the mountains of their distribution area.
In this sense, A would have the same problem, but CL, CH, K and M would still have the
possibility to find a higher altitude niche. Taking this into account, CL and CH seem to
have more possibilities to survive, having also the lowest loss of KF by temperature
increase.

In progress genetic analysis of population structure of both mycobiont and

photobiont could be helpful to understand the differences in adaptation ability of these
populations.
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3. RESPUESTA ECOFISIOLOGICA DE DOS ESPECIES
SIMPATRICAS DE LASALLIA A GRADIENTES ALTITUDINALES EN LAS
MONTANAS MEDITERRANEAS
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INTRODUCCION

Los gradientes ecoldgicos proporcionan una apasionante oportunidad para la
investigacion de la capacidad de adaptacién de los organismos. Los gradientes
altitudinales son especialmente utiles para comprobar las respuestas ecoldgicas y
evolutivas de los seres vivos ante las cambiantes influencias abiéticas, que en estos
casos a menudo suceden en un espacio geografico muy pequefio. A lo largo de un
gradiente altitudinal cambian varios parametros. Entre ellos, hay algunos fenémenos
geofisicos que son especificos de la altitud, como la presién atmosférica, la
temperatura, la turbidez de la atmodsfera y la radiacion UV-B. Pero otros pardmetros
pueden ser completamente distintos en diferentes lugares, como la humedad, el
régimen luminico, el viento, la duracién de las estaciones, la geologia y los usos del
suelo (Kérner, 2007), lo cual complica considerablemente los estudios en este campo.

Se ha estudiado ampliamente la estructura de las comunidades vegetales y su
biodiversidad a lo largo de gradientes altitudinales (Whittaker, 1975; Kérner, 1999).
Igualmente, existen multitud de estudios sobre la respuesta fisioldgica de las plantas
vasculares a la elevacién (v.gr., Lévesque et al., 1997, Fitter et al., 1998; Cordell et al.,
1998; Craine et al., 2003; Li et al,, 2004, 2006, 2007). La mayoria de ellos se han
llevado a cabo con experimentos de invernadero, que proporcionan la posibilidad de
diferenciar entre adaptacién fenotipica y diferencias genotipicas.

Aunque no tan abundantes, también hay muchos estudios centrados en la
estructura de las comunidades de plantas no vasculares a lo largo de transectos
altitudinales (v.gr. Watson 1980, 1981; Grau et a/., 2007; Kessler, 2000; Frahm, 1990;
Grytnes et al., 2006; Loppi et al, 1997; Pirintsos et al., 1993, 1995; Pintado et al/.,
2001), lo cual no es sorprendente, teniendo en cuenta que los briéfitos y los liquenes
constituyen la vegetacion mas abundante de las zonas mas altas, donde, al no ser las
plantas vasculares ya competitivas, dominan el paisaje (Ahmadjian, 1995). Muchos de
ellos, ademas, pueden ocupar un amplio rango altitudinal. Y, sin embargo, son escasos
los estudios centrados en la respuesta fisioldgica de especies concretas a lo largo de
estos gradientes (Pirintsos et al., 2011; Sonesson, 1986; Swanson et al.,, 1996; Larcher
& Vareschi, 1988; Tirk, 1983; Adams, 1971), a pesar de la enorme informacién que
podrian proporcionar acerca de las estrategias de adaptacién de los liquenes, ya que
en este caso no es posible hacer experimentos en invernadero a largo plazo, pues
estos organismos no son facilmente cultivables y cuando esto se consigue, tienen un
crecimiento extremadamente lento.

Lasallia pustulata (L.) Mérat es una especie ampliamente distribuida en la regién
Eurasiatica (Nimis, 1993; Pérez-Ortega, 2004). Aparece desde el nivel del mar hasta
alrededor de los 2.000 m de altitud en la Peninsula Ibérica (Sancho, 1986; este
estudio). Lasallia hispanica (Frey) L.G. Sancho & A. Crespo es un endemismo de la zona
mediterranea, restringida a la alta montafa, pues aparece desde los 900 m de altitud
hasta las cumbres mas altas de su area de distribucion (Sancho & Crespo, 1989;
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Codogno & Sancho, 1991). Ambas especies crecen en bloques graniticos soleados,
pero, cuando coexisten, parecen mostrar preferencia por distintos nichos: L. pustulata
a menudo se encuentra en lugares mas protegidos, donde hay mas humedad y ésta se
mantiene mas tiempo, mientras que L. Aispanica es capaz de sobrevivir con las
condiciones de mayor sequedad de un hdabitat mas expuesto, en paredes verticales.
Estas distintas estrategias se ven reflejadas en su distribucion altitudinal (Sancho,
1986; Sancho & Crespo, 1989). Parece claro que L. pustulata es incapaz de soportar las
duras condiciones de la alta montafia, pues es una especie bastante termofila y no
tolera el viento (Sancho, 1986). Pero, jpor qué L. hispanica no crece por debajo de los
900 m de altitud? jEsta adaptada al régimen ambiental especifico de la alta montafia?
/O es acaso gradualmente excluida en altitudes mas bajas, de condiciones mas
favorables, por L. pustulata, mas competitiva y de crecimiento mas rapido? ;Es la
competencia con L. pustulata y otras especies la barrera que ha impedido a L.
hispanica colonizar una distribucién mas amplia? ;Qué condiciones definen el éptimo
de cada especie?

Con el fin de acercarnos a las respuestas a estas preguntas hemos analizado
varios parametros ecofisioldgicos y subcelulares en poblaciones de ambas especies
recolectadas a los largo de tres transectos altitudinales en la Sierra de Gredos, en el
Sistema Central espafiol, para averiguar sus dptimos ecoldgicos para la fotosintesis, asi
como sus estrategias de adaptacion a lo largo del gradiente altitudinal. Hemos
realizado un estudio exhaustivo de su fijacién potencial de CO;, por medio de medidas
de intercambio gaseoso bajo distintas condiciones controladas de iluminacién y
temperatura. El habitat de L. Aispanica nos llevd a plantear la hipotesis de que su
rendimiento fotosintético seria mejor a temperaturas mas bajas y a irradiaciones mas
altas, teniendo en cuenta su tolerancia a mayores altitudes (Sancho & Kappen, 1989).
Del mismo modo, esperariamos un mayor peso especifico en el talo (IPE) de esa
especie (Kappen, 1988). En la misma linea, medimos el contenido de quitina, como
marcador de la masa fungica total (Palmqvist et a/., 2002) y su relaciéon con la cantidad
de ergosterol, el esterol mas abundante de la membrana plasmatica flingica (Sundberg
et al.,, 1999). Esperabamos una mayor cantidad con la creciente altitud, en relacién con
el incremento de IPE y como resultado de la mayor proteccidn necesaria en los
ambientes mas duros. Pensabamos que la altitud podria inducir un engrosamiento del
cortex superior también, con el objeto de proteger la capa algal frente al exceso de luz
y frente a la desecacion, en un intento de extender el tiempo de actividad en habitats
mas expuestos.

Parecia probable que L. hAispanica mostrara valores mas altos de polioles, debido
a su papel protector frente a la frecuencia de periodos de desecacion-rehidratacion
(Farrar, 1976), y de acido giroforico, suponiendo que este metabolito secundario
tuviera una actividad protectora frente al exceso de irradiacion (Solhaug & Gauslaa,
1996). Este razonamiento podia aplicarse también al caso de los carotenoides, que
parecen tener una actividad protectora ante el exceso de luz visible (Fahselt, 1994). Se
esperaba un descenso de la cantidad de Chl con la altitud, especialmente de la Chlp,
captadora de luz en las antenas, y, por tanto, un descenso de la relacién Chl a/b. Se
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llevé a cabo un andlisis de aminoacidos con el fin de comprobar el posible papel de la
arginina como molécula inmovilizadota del exceso de NH4+ téxico (Dahlman et al.,
2002; Dahlman & Palmqvist, 2003). Esperdbamos cantidades mas altas de este
aminodcido en altitudes mayores, como consecuencia de la acumulacién de la nieve,
que provoca un incremento de deposicion de N en la forma de NH4+.

Aunque ambas especies cubren un rango altitudinal relativo parecido en esta
zona (700-800 m), no esperdbamos que L. pustulata mostrara los cambios descritos
de manera tan marcada como L. Aispanica. La razén, como se ha dicho, es el habitat
mas protegido en el que se encuentra aquella especie.

MATERIAL Y METODOS

Material liquénico

Lasallia pustulata es una especie comun en la zona Euroasiatica (Fig. 3.1, arriba),
que aparece desde el nivel del mar hasta los 2000 m de altitud, normalmente en
habitats protegidos (Sancho, 1986; Nimis, 1993; Pérez-Ortega, 2004). Lasallia
hispanica, como se ha dicho, es un endemismo de la cuenca mediterranea, encontrada
hasta la fecha en Italia, Francia, Marruecos, Portugal y Espafia (Fig. 3.1, abajo; Sancho
& Crespo, 1989). En la Peninsula Ibérica aparece desde los 900 m de altitud hasta las
cumbres mas altas del Sistema Central (Almanzor, 2592 m; obs. pers.), en superficies
verticales, expuestas al viento y xéricas. Se puede encontrar una descripcion completa
de esta especie en Sancho & Crespo (1989). El material de estudio se recogid a lo largo
de tres transectos altitudinales en la cara sur de la Sierra de Gredos. El transecto 1
comenzaba en el Santuario de Chilla, a 700 m.s.n.m. y alcanzaba la Portilla Bermeja, a
2.416 m.s.n.m.; el transecto 2 discurria por el camino de Las Hiruelas hasta el Cerro de
la Cagarruta, de 875 a 2.300 m.s.n.m.; por ultimo, el transecto 3 arrancaba en
Guisando, a 900 m.s.n.m. y llegaba a la cumbre de La Mira, a 2.341 m.s.n.m. (Fig. 3.2).
En la tabla 3.1 pueden encontrarse los detalles completos de cada punto de
recoleccién de muestras. A cada uno de estos puntos se alude en el texto siguiente
como “poblacién”. Cada poblacion se denomina segin su lugar de recoleccion de
acuerdo al siguiente coédigo: Tn-mx, donde n indica el nimero del transecto, de oeste
a este, m la altitud en hectémetros sobre el nivel del mar y x codifica la especie, Lh
para L. hispanicay Lp para L. pustulata.

Tras la recoleccion, los talos se secaron al aire a 20 °C y se almacenaron en
oscuridad a -21 °C hasta el momento de uso. La recoleccion se llevo a cabo intentando
cubrir toda la variabilidad presente en cada localidad, eligiendo talos de diferentes
rocas y de diferente tamafio. A menos que se especifique lo contrario, se utilizaron 4
conjuntos de entre 2 y 6 talos para cada poblacion para los andlisis de intercambio
gaseoso. Otras muestras de cada punto de muestreo se destinaron a analisis
subcelulares y, de nuevo, se utilizaron 4 conjuntos de entre 2 y 6 talos.
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Fig. 3.1: Mapa de
distribucién de
Lasallia pustulata
(arriba, fuente:
www.gbif.org) y
Lasallia hispanica
(abajo, elaboracién
propia). Las citas de
Lasallia pustulata
fuera de Europa son
muy dudosas.

i

» 1850

)

-

Fig. 3.2: Area de estudio con las localidades de recoleccion. Rojo, transecto 1; verde, transecto 2; amarillo,
transecto 3. En cada punto se indica la altitud. La barra negra representa 1 Km. Mapa de Google Earth.
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Transecto Fechay recolectores
1 5-6/07/2010 M. Vivas & G. Amo de
Paz
2 10-11/07/2010 M. Vivas, S. Pérez
Ortega & M. Arroniz
3 15-16/07/2010 M. Vivas & J. Pala

L. hispanica
2200 m
(T1-22Lh)

2000 m
(T1-20Lh)

1800 m
(T1-18Lh)

1700 m
(T1-17Lh)

1500 m
(T1-15Lh)

2100 m
(T2-21Lh)

1950 m
(T2-20Lh)

1800 m
(T2-18Lh)

1700 m
(T2-17Lh)

1480 m
(T2-15Lh)

1335 m
(T2-13Lh)

2110 m
(T3-21Lh)

1940 m
(T3-19Lh)

1720 m
(T3-17Lh)

N 40°14'26,1"
0 5°181,7"

N 40°14'05,7"
0 5°18'20,7"

N 40°13'50"
0 5°18'36,9"

N 40°13'57"
0 5°18'26"

N 40°13'40,1"
0 5°17'16,3"

N 40°15'03"
0 5°15'12,7"

N 40°14'57"
O 5°14'37"

N 40°14'29"
0 5°14'28"

N 40°14'11"
0 5°14'10"

N 40°13'31"
O 5°14"15"

N 40°13'13"
0 5°14'04"

N 40°15'48"
0 5°10'23"

N 40°15'38"
0 5°10'20"

N 40°15'25"
05°10'18"

L. pustulata
1700 m
(T1-17Lp)

1400 m
(T1-14Lp)

1200 m
(T1-12Lp)

1000 m
(T1-10Lp)

850 m
(T1-9Lp)

1700 m
(T2-17Lp)

1480 m
(T2-15Lp)

1335 m
(T2-13Lp)

1100 m
(T2-11Lp)

910 m
(T2-9Lp)

1720 m
(T3-17Lp)

1450 m
(T3-15Lp)

1380 m
(T3-14Lp)

1140 m
(T3-11Lp)

900 m
(T3-9Lp)

N 40°13'57"
0 5°18'26"

N 40°13,4'6"
0 5°18'7"

N 40°13'14"
0O 5°17'44"

N 40°12'24"
O 5°17'41"

N 40°11'17"
0 5°17'53"

N 40°14'11"
O 5°14'10"

N 40°13'31"
0O 5°14"15"

N 40°13'13"
0O 5°14'4"

N 40°12'46"
0O 5°13'57"

N 40°12'51"
0O 5°14'28"

N 40°15'25"
0 5°10'18"

N 40°14'58"
0O 5°101"

N 40°14'44"
0 5°9'55"

N 40°14'11"
0 5°9'43"

N 40°13'21"
O 508!5"

Tabla 3.1: Fecha, recolectores y coordenadas de cada punto de muestreo. El cédigo de nomenclatura de los
puntos es Tn-mx, donde n indica el nimero del transecto, de oeste a este, m la altitud en hectometros y x
codifica la especie: Lh para L. Aispanicay Lp para L. pustulata.
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Tamaifio y fertilidad de los talos

Medimos el diametro de 100 talos de cada especie de Lasallia presente en cada
localidad vy, en el caso de L. Aispanica, también contamos el nimero de apotecios en
esos 100 talos. No encontramos ningun talo fértil de L. pustulata.

Medidas anatémicas

Seleccionamos cinco talos de cada localidad e hicimos cinco cortes transversales
en cada uno de ellos para medir el grosor total del talo y de cada una de sus capas
(capa epinecral, cortex superior, capa algal, médula y cértex inferior; Fig. 3.3). En el
caso de L. hispanica también medimos la longitud y anchura de 10 esporas en cada
uno de los cinco cortes transversales de apotecio hechos en muestras de cada punto
de recoleccién. Los cortes transversales se hicieron con un microtomo de congelacién
Slee MTC (Maguncia). Las secciones, de 15 pym de grosor, se obtuvieron a partir de
talos y apotecios hidratados con agua desionizada durante 4 horas, y se congelaron a
-20 °C dentro del microtomo. Los cortes se montaron, se observaron y midieron en
agua. Las fotografias de la Fig. 3.3 se tomaron de cortes hechos a mano con una
cuchilla bajo una lupa binocular Nikon SMZ 1500, a 50 aumentos. Se montaron en
agua y se fotografiaron con una camara Nikon DS-Fi1+DS-L1 acoplada a un
microscopio de campo claro Nikon Eclipse 80i, utilizando contraste de fases
interdiferencial Nomarski, a 200 aumentos. Se tomaron varias fotos de cada corte y se
combinaron posteriormente con el programa informatico libre Combine ZP (Hadley,
2010). Estas fotografias se realizaron gracias a la amable ayuda del Dr. Victor J. Rico
(UCM).

Capa
epinecral

Cortex
superior

Capa algal

Médula

Cortex
inferior

Fig. 3.3: Cortes transversales indicando las capas de
los talos heterémeros de L. hAispanica (izqda.) y L.
pustulata (dcha.) (Los cortes se hicieron a mano para
estas fotografias).

Medidas de intercambio gaseoso

Los talos se reactivaron durante tres dias en una camara a 10 °C con un
fotoperiodo de 12h en oscuridad/12 h a 100 pmol fotones-m-2-s-1 de luz
fotosintéticamente activa (PPFD), y pulverizando con agua mineral una vez al dia. Las
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medidas de intercambio gaseoso se llevaron a cabo con un sistema compacto de
minicubeta CMS 400 (Walz, Effeltrich, Alemania) y un analizador de gases infrarrojo
IRGA (Binos 100, Leybold-Heraeus, Alemania) bajo condiciones controladas de
temperatura, humedad e irradiacién, y a la concentracién de CO, ambiental (350 ppm,
aprox.). Se puede encontrar una descripcion completa de este método en Schroeter et
al. (1994). Antes de las medidas, los liquenes se hidrataron completamente
pulverizandolos con agua mineral hasta la saturacién y se retir6 el exceso de agua
suavemente con un papel absorbente. Se hicieron curvas de respuesta a laluza 15 °C
con cada poblacién recolectada, obteniendo un valor de respiracion en oscuridad
inicial (RO), manteniendo la muestra sin luz hasta que se alcanzaba un valor estable vy,
en ese momento, se iba incrementando la PPFD consecutivamente desde 25 hasta
1500 pmoles de fotones -m-2-s-1 (25, 50, 100, 200, 400, 800, 1200 y 1500). Ademas,
en algunas poblaciones seleccionadas en cada transecto, se hacian curvas de luz
suplementarias a 5, 10, 20 y 25 °C y el mismo régimen luminico, excepto en el caso de
las muestras T2-9Lp, que se midieron a 0, 10, 20 y 30 °C. Antes y después de cada
serie de medidas, los talos se pesaron para determinar el contenido de agua del talo
en funcién del peso seco. Las tasas se calcularon por unidad de peso seco, de
superficie y de clorofila, mediante las ecuaciones de von Caemmerer & Farquhar
(1981). Las curvas de respuesta a la luz se analizaron mediante un ajuste estadistico a
una funcién de Smith, segin se detalla en Green et al. (1997). Este ajuste nos
proporciona los siguientes parametros: Pc (punto de compensacion de luz, PPFS a la
que la fotosintesis neta (FN) es 0, es decir, la fotosintesis bruta compensa la
respiracidon en oscuridad), Ps (punto de saturacion de luz, calculado como la PPFD a la
que se alcanza el 90% de la maxima fotosintesis neta medida, Amax) y @ (rendimiento
cuantico aparente para la luz incidente, que es la pendiente primaria de la curva de
respuesta a la luz). También calculamos el coeficiente de eficiencia fotosintética, KF,
como KF= (Amax+RO)/RO (Larcher, 1995). La temperatura optima y los puntos de
compensacion superior e inferior (Tcs y Tci respectivamente, es decir, los valores de
temperatura a los que la FN es igual a 0, de manera que no se alcanza compensacion a
temperaturas mas bajas que el Tci ni mas altas que el Tcs) se calcularon mediante el
ajuste de las curvas de respuesta a la temperatura a funciones polindmicas de segundo
grado.

Tras las medidas de intercambio gaseoso se determiné la superficie de las
muestras cuando los talos estaban hiumedos y completamente expandidos, haciendo
una fotografia y analizdndola con el software libre Image) 1.42q (National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA). Todas las muestras se secaron entonces en gel de
silice durante 72 horas y se determind su peso seco con una precision de décima de
miligramo. A partir de ello, se calculé el indice de peso especifico (IPE, en g m-2) de
cada muestra.

Andlisis subcelulares

Los talos utilizados para las medidas de intercambio gaseoso se usaron también
para el analisis de pigmentos segun el método de Barnes et al. (1992). Las muestras se
lavaron repetidas veces con acetona saturada con carbonato cdlcico para eliminar las
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sustancias liquénicas, que pueden interferir con la medida, y los pigmentos se
extrajeron con dimetil sulfoxido (DMSO) saturado con CaCOs. La absorbancia de los
extractos se midid con un espectrofotometro UV-visible (Uvikon XL, NorthStar
Scientific, Reino Unido). La turbidez se comprobé a 750 nm y sélo se tuvieron en
cuenta las muestras con un valor menor de 0’010 unidades de absorbancia. Otras
longitudes de onda medidas fueron 664’9, 648’2, 480, 435 y 415 nm, y los valores
obtenidos se utilizaron para calcular las concentraciones (expresadas en pg mg-' de
peso seco) de clorofilas ay 6 (Chlay Chlb) y carotenos totales (Car) con las ecuaciones
propuestas por Barnes et a/. (1992) y Wellburn (1994). La degradacion de la clorofila se
calculé con la proporcion entre absorbancia a 435 nm y a 415 nm, seglin Ronen &
Galun (1984). Otro conjunto de muestras se utilizé para llevar a cabo el andlisis de
quitina, ergosterol, aminodcidos, azlcares, acido giroférico y C/N. Para ello, los talos
se molieron hasta convertirlos en un polvo homogéneo poco antes de analizarlos. La
Chla se utiliz6 como marcador de las células de fotobionte (Raven 1992; Enriquez et al.
1996). Para evaluar la masa flingica total se midié la quitina, y el ergosterol (Erg) se
valoré como indicador de la biomasa fungica, pues es el esterol mas abundante en la
membrana plasmatica de los hongos (Weete, 1973; Palmqvist et al, 2002). Esta
molécula se ha utilizado como marcador de la actividad metabdlica fangica en
asociaciones micorrizégenas con plantas (Ekblad & Nasholm, 1996; Ekblad et al/.,
1998) asi como en liquenes (Palmqvist et al., 1998, 2002; Gaio-Oliveira et al., 2004).
Tanto la quitina como el ergosterol se cuantificaron mediante HPLC, segun Dahlman et
al. (2001). Brevemente, se mezclaron 20 mg de liquen pulverizado con 1T ml de etanol,
se agité la mezcla vigorosamente en un vértex y se incubd en agitacion durante 30
min. a 5 °C. Tras centrifugar (14.000 rpm, 15 min.) se determind el Erg en el
sobrenadante mediante un cromatégrafo Waters (Milford, EEUU) con una columna
ODS-ultra sphere (250 mm de longitud x 4’6 mm de didmetro interno, tamano de
particula 5 pm) para la separaciéon de las moléculas y en una elucién isocratica con
100% de metanol como fase mévil. Todo el proceso tuvo lugar en oscuridad para evitar
la degradacion del compuesto. Se midié la absorcion del Erg a 280 nm mediante un
detector UV. Los datos se corrigieron para un rendimiento de extraccion del 80%
(Dahlman et al, 2001). La quitina se midié en el precipitado que quedd tras la
extraccion de Erg. Se comprobé que no hubiera pérdida de quitina durante ese proceso
comparando el contenido con el de algunas muestras en las que no se extrajo
previamente el Erg (datos no mostrados). Las muestras se lavaron con NaOH 0’2 M
para eliminar los aminoacidos y proteinas que pueden interferir con la medida. Se
realizé una hidrélisis acida en HCl 6M para liberar los residuos de glucosamina, que se
convirtieron en derivados fluorescentes al tratarlos con 9-fluorenilmetilcloroformato
(FMOQ), y fueron entonces analizados por HPLC de fase reversa mediante elucién en
gradiente. Los datos se corrigieron para un rendimiento de extraccion del 83%
(Dahlman et al., 2001; Ekblad & Nasholm, 1996).

Andlisis de Carbono y Nitrégeno, Aminoacidos, Azulcares y acido Giroférico
Estos anadlisis se realizaron mediante los mismos procedimientos descritos en el
Capitulo 2.
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Modelado de nicho

El modelo de maxima entropia ejecutado por el programa MaxEnt v.3.3.3 (Phillips
et al., 2004, 2006) se utilizé para componer el nicho ambiental de Lasallia hispanicay
L. pustulata, estimados a partir de datos de soélo presencia. El nicho de la especie se
modelizé utilizando su distribucion conocida y las siguientes variables ambientales:
precipitacién y temperatura anuales, precipitacién en el mes mas seco y estacionalidad
en la temperatura. Edith et al/. (2006) mostraron que MaxEnt es un programa mas
fiable que otros basados en datos de sélo presencia. Estos datos de presencia se
descargaron de la base GBIF, donde habia 23 registros georreferenciados para Lasallia
hispanica y 79 para L. pustulata. Algunos se tuvieron que eliminar por estar
incompletos y las localidades utilizadas en este estudio, ademds de otras recolecciones
propias, se afadieron también, resultando en un total de 61 y 74 datos
respectivamente. Los andlisis se llevaron a cabo del mismo modo que en el capitulo
anterior, aunque Unicamente con las condiciones ambientales actuales.

Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa informatico libre R 2.10.0
(R Development Core Team, 2009), con la ayuda adicional de las librerias multcomp
(Hothorn et al.,, 2008), Hmisc (Harrell, 2012) y FactoMineR (Lé et al/, 2008). Se
realizaron ANOVAs seguidos por el andlisis a posteriori Tukey HSD con el objeto de
comprobar las diferencias dentro de cada especie. Se realizaron andlisis mediante la t
de Student para establecer las diferencias entre las dos especies. Se elaboraron
matrices de correlaciéon (basadas en coeficientes de correlacion de Pearson) para
observar las relaciones entre las variables. Algunas de esas relaciones se representaron
graficamente y se ajustaron por regresion lineal simple. Se llevaron a cabo Analisis de
Componentes Principales (ACP) para agrupar las variables. Los graficos de intercambio
gaseoso, los ajustes a la funcion de Smith y los graficos de los componentes
subcelulares se hicieron con SigmaPlot 10.0 (Chicago, lllinois, EEUU). Los graficos de
los ACPs se obtuvieron en R.

RESULTADOS

Medidas de intercambio de CO;

Uno de nuestros objetivos era caracterizar el comportamiento fotosintético de
estas dos especies de Lasallia presentes en la Peninsula Ibérica a lo largo de un
gradiente altitudinal. Con este propésito medimos la fotosintesis neta bajo diferentes
condiciones experimentales. Los resultados se muestran en las Figs. 3.4 a 3.15.

Aunque la tasa absoluta cambia, es digno de mencién que la temperatura éptima
para la fotosintesis fue la misma a lo largo de los transectos altitudinales (Figs. 3.5,
3.7, 3.9, 3.11, 3,13, 3.15, Tablas 3a.2, 3a.4, 3a.6, 3a.8, 3a.10, 3a.12, en el Apéndice
3).

Los resultados del primer transecto de Lasallia hispanica se muestran en las Figs.
3.4 y 3.5. Las poblaciones T1-22Lh, T1-18Lh y T1-15Lh (de 2200, 1800 y 1500
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m.s.n.m.) se estudiaron en detalle, haciendo curvas de respuesta a la luz a 5
temperaturas. Mostraron un comportamiento similar y un incremento esperado en RO
y punto de compensacion de luz (Pc) con la temperatura. T1-22Lh y T1-15Lh tenian
tasas muy parecidas, mientras que T1-18Lh tenia tasas mas altas a todas las
temperaturas. La diferencia principal residia en la respuesta de T1-18Lh a 25 °C, que
estaba fuertemente influenciada por la alta RO. Este descenso puede verse también en
las curvas de respuesta a la temperatura de estas tres poblaciones (Fig. 3.5). La curva
de T1-18Lh es mucho mas pronunciada, lo que refleja la mayor variacién de los
valores de Amax con la temperatura. Por esta razén, Tci y Tcs no difieren mucho entre
poblaciones, aunque el drea total bajo la curva es obviamente mucho mayor para T1-
18Lh (Tabla 3a.2). La respuesta fotosintética a la luz a 15 °C para todos los puntos de
muestre del primer transecto se representan también en la Fig. 3.4, donde podemos
ver tasas parecidas para T1-22Lh, T1-22Lh y T1-15Lh, mientras que T1-18Lh muestra
tasas mas altas y mayores valores de eficiencia, ¢ (Tabla 3a.1).
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Fig. 3.4: Curvas de respuesta a la luz del intercambio gaseoso de muestras de Lasallia hispanica del primer
transecto a distintas temperaturas, tasas por peso seco. Arriba izqda.: T1-22Lh; arriba dcha.: T1-18Lh y
abajo izqda.: T1-15Lh. Abajo dcha.: Curvas de luz de todas las muestras del primer transecto a 15°C.
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Las Figs. 3.6 y 3.7 y la Tabla 3a.3 muestran los resultados del segundo transecto.
En este caso, medimos cuatro poblaciones en detalle: T2-21Lh, T2-18Lh, T2-15Lh y
T2-13Lh (de 2100, 1800, 1480 y 1335 m respectivamente). Las dos mas bajas, T2-
15Lh y T2-13Lh muestran una mayor respuesta de la RO a la temperatura. No hay
grandes diferencias en Tci, Tcs o area, pero la temperatura dptima para Amax aumenta
con el descenso de altitud. La comparacion de las curvas de luz para todas las
poblaciones del segundo transecto a 15 °C muestra que la que tiene una mayor
eficiencia cuantica, ¢, es T2-20Lh (1950 m), que se destaca claramente.

En el tercer transecto sélo pudimos recoger tres poblaciones (Figs. 3.8 y 3.9), de
las que dos fueron medidas a 5 temperaturas: T3-21Lh y T3-17Lh (2110 y 1720 m,
respectivamente). Sus respuestas a la temperatura fueron muy parecidas (Figs 3.8 y
3.9), pero T3-21Lh siempre mostraba tasas mas altas, asi como menor Tci, mayor Tcs
y mayor area bajo la curva. Las curvas de respuesta a la luz de las tres poblaciones
mostraban un comportamiento similar a 15 °C.

Los resultados de Amax por peso y por superficie de los tres transectos juntos se
ajustaron a una parabola, que mostré una altitud 6ptima a 1800 m aprox., con valores
en descenso mas arriba y mas abajo. La RO también mostré una tendencia
significativa, lineal en este caso, a descender (valores menos negativos) con el
incremento de altitud, cuando la tasa se calculé en funcién de peso seco. Esta
tendencia desaparecia en el calculo de las tasas por superficie (Fig. 3a.32, en el
Apéndice 3).
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Los resultados de las medidas de intercambio gaseoso para L. pustulata se
muestran en las Figs. 3.10 a 3.15 y las Tablas 3a.7 a 3a.12. En el primer transecto se
midieron tres poblaciones en detalle: T1-17Lp, T1-12Lp y T1-9Lp (1700, 1200 y 850
m, respectivamente). Sus respuestas a la temperatura fueron bastante parecidas, asi
como su Topt, pero T1-12Lp mostré tasas mucho menores a todas las temperaturas,
su rango entre Tci y Tcs era mas estrecho y el area bajo la curva menor. Sin embargo,
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las tasas de RO eran casi idénticas para las tres poblaciones. Cuando se comparan las
curvas de luz a 15 °C para las cinco poblaciones de este transecto (Fig. 3. 10) se puede
observar que la respuesta de T1-14Lp es parecida a la de T1-12Lp, en lo que respecta
a Amax y &, mientras que T1-10Lp se comporta de manera parecida a T1-17Lpy T1-
9Lp, aunque con un valor de Amax ligeramente superior.
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Fig. 3.10: Curvas de respuesta a la luz de las muestras de Lasallia pustulata del primer transecto, tasas por
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En el segundo transecto (Figs. 3.12 y 3.13 y Tablas 3a.9 y 3a.10), las poblaciones
T2-17Lp y T2-13Lp (1700 y 1335 m respectivamente), se midieron a 5, 10, 15, 20 y
25 °C, mientras que T2-9Lp (910 m) se midié a 0, 10, 20 y 30 °C. T2-9Lp se comporta
de manera muy diferente. Su productividad es mayor a todas las temperaturas (Fig.
3.13) y el rango de temperatura en el que alcanza FN es mayor. De hecho, T2-17Lp
apenas alcanza FN a 20 °C y no compensa para nada a 25 °C, mientras que T2-13Lp
sélo es capaz de compensar la RO a 5 y 10 °C. Obviamente, el area efectiva bajo la
curva es mucho mayor para T2-9Lp. Esta poblacion muestra también un valor mayor
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de Topt. Al comparar las curvas de respuesta a la luz a 15 °C se observa una gran

diferencia entre el grupo que contiene T2-

17Lp a T2-11Lp y los valores de T2-9Lp,

aunque el ultimo se midié a 10 °C, lo que quiere decir que su tasa a 15 °C hubiera sido

incluso mayor, teniendo en cuenta su Topt.
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Fig. 3.12: Curvas de respuesta a la luz de las muestras de Lasallia pustulata del segundo transecto, tasas por
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Para el tercer transecto (Figs. 3.14 y 3.15, Tablas 3a.11 y 3a.12), aunque
recogimos muestras de cinco puntos, como en el caso de L. Aispanica, sélo pudimos
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hacer medidas de intercambio gaseoso en tres poblaciones, porque no encontramos
mas con suficiente nimero de individuos. De esas tres poblaciones, T3-14Lp y T3-9Lp
(1350 y 900 m respectivamente) se analizaron en detalle. Su comportamiento es
similar a bajas temperaturas, pero difiere ligeramente a 20 y 25 °C, T2-13Lp siempre
mostraba tasas mas altas y una Tcs mayor. Cuando T3-11Lp (1140 m) se afiade a la
grafica de la respuesta a la luz a 15 °C, se puede ver que esta poblacién tiene mayores
valores de RO, FN y & que las otras.
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La Fig. 3.16 muestra el coeficiente de eficiencia KF para todas las poblaciones
(los valores numéricos estan en las Tablas 3a.1 a 3a.11). En la mayoria de los casos, KF
es maximo a bajas temperaturas y disminuye con el aumento de éstas.

En el Apéndice 3 (Figs. 3a.1 y 3a.2) se muestra una comparacion ente ambas
especies a altitudes similares. L. Aispanica muestra siempre un valor de KF menor que
L. pustulata en el primer transecto (Fig. 3a.1), pero la diferencia no es estadisticamente
significativa. Por el contrario, cuando se comparan los resultados obtenidos para el
transecto 2, el patrdn se invierte, y L. hAispanica muestra valores mayores de KF que L.
pustulata, con diferencias significativas entre T2-18Lh y T2-17Lp (Fig. 3a.2). Amax se
compara de la misma manera en las Figs. 3a.3 y 3a.4).

Tamafnio y fertilidad de los talos

Como se muestra en la Fig. 3.17, no encontramos relacién entre la altitud y el
numero de apotecios en L. Aispanica. Del mismo modo, tampoco se encontré relacion
entre el tamano del talo y la altitud para ninguna de las dos especies (Figs. 3.17 y
3.18).

Medidas anatémicas

Los talos de L. hispanica del primer y tercer transectos mostraron un descenso
general del grosor de todas las capas hacia altitudes mayores (Fig. 3.19). Sin embargo,
en el segundo transecto la tendencia era opuesta. Estos cambios fueron
estadisticamente significativos en muchos casos (Figs. 3a.5 a 3a.7). El tamafo de las
esporas era menor tanto en anchura como en longitud a 2000 m en los tres transectos,
pero no habia una respuesta clara a la altitud (Fig. 3.20).

L. pustulata en el primer transecto mostraba tendencia a tener talos mas gruesos
en zonas mas bajas (Fig. 3.21) y el grosor total del talo se correlacionaba negativa y
significativamente con la altitud. Con la excepcién de la capa algal, las correlaciones
entre todas las capas y la altitud eran negativas, aunque de manera significativa sélo
en el caso de la médula y el cértex inferior (Fig. 3a.10). Los resultados fueron muy
uniformes a lo largo del segundo transecto, sin mostrar correlaciones con la altitud
(Fig. 3a.11) y, en el tercer transecto se encontré6 una tendencia a tener capas mas
delgadas en zonas mas bajas, con la excepcién del punto mas bajo, que mostré un
grosor mayor de lo esperado (Fig. 3a.12).

Las medidas anatomicas de ambas especies de [lasallia no mostraban una
tendencia clara con respecto a la altitud (Figs. 3.19 a 3.21 y 3a.5 a 3a.12) y las
diferencias encontradas en el grosor del talo y sus capas dependen mas
probablemente de las condiciones concretas de cada punto que de su altitud.
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Andlisis subcelulares

Los datos de los tres transectos se juntaron para explorar la posible existencia de
relaciones lineales entre la altitud y algunos de los componentes subcelulares
medidos. En la mayoria de los casos el ajuste no era muy bueno, pero se encontraron
algunas tendencias, a menudo estadisticamente significativas. En ambas especies el
incremento en altitud se relacionaba con un incremento en IPE, Quit, Quit/Erg y Taa, y
con un descenso en sacarosa. Las dos especies mostraban respuestas a la altitud
opuestas en N, Glu y rib/man. En L. pustulata la altitud se relacionaba también con un
incremento en Chlp, Chl total y carotenos y con un descenso de Gir y fruc. Para L.
hispanica, la altitud estaba directamente relacionada con Arg e inversamente con Erg,
NH4*, C, C/N y rib (Figs. 3a.29 a 3a.36, en el Apéndice 3,y 3.23 a 3.25).
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Andlisis multivariante

De todas las variables medidas para cada localidad de la Fig. 3.2 un total de 34
se incluyeron en las matrices de correlacién preliminares mostradas en las Figs. 3a.13
a 3.20. Las variables que mostraban coeficientes de correlacion mayores, se emplearon
para hacer ACPs.

Los ACPs de Lasallia hispanica se hicieron con variables elegidas de acuerdo a las
matrices de las Figs. 3a.15 a 3a.17. Estas variables fueron: Altitud, IPE (TSW), Chla,
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carotenoides, Erg, contenido total de aa, % de arginina, NHs+, cociente C/N, acido
giroférico, cociente rib/man+arab, contenido total de azucares, Amax y RO, ésta
ultima en valor absoluto y a 15 °C. Se elaboré un ACP consenso (Fig. 3.26), asi como
un ACP Unico para cada transecto (Figs. 3a.37 a 3a.39, en el Apéndice 3).
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El efecto de la altitud fue muy influyente en el primer eje (Fig. 3.26), y no
mostraba relacién con Amax, que era a su vez muy influyente en el segundo eje y se
correlacionaba con Chla, carotenos y Taz. La altitud se relacionaba positivamente con
IPE y RO y negativamente con rib/(m+a), C/N y Gir.

Los ACPs para Lasallia pustulata se hicieron con las variables seleccionadas de
acuerdo con las matrices de correlaciéon de las Figs. 3a.18 a 3a.20. Estas variables
fueron: Altitud, IPE, Chla, carotenos, Erg, Quit, contenido total de aa, % de arginina,
NHs4+, N, acido giroférico, rib/(m+a), Taz, Amax y RO, ésta ultima en valor absoluto a
15 °C.

En este caso (Fig. 3.27), los dos primeros ejes explicaban un porcentaje de la
varianza parecido. La altitud tenia poca influencia en el primer eje, a diferencia de lo
que ocurria en L. hispanica, pero se oponia a Gir. Amax no aparecia relacionada con la
altitud y tampoco estaban relacionados con ella RO o IPE. Los ACPs particulares para
cada transecto pueden verse en las Figs. 3a.40 a 3a.42.
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Modelado de nicho

El area potencial de Lasallia hispanica, tras los andlisis con MaxEnt se muestran
en la Fig. 3.28. El drea de esta especie parece restringirse a las mayores elevaciones de
la Peninsula Ibérica. Lasallia pustulata (Fig. 3.29) tiene un area mas amplia, que a
menudo solapa con la de L. Aispanica. La variable ambiental mas influyente es la
temperatura media anual para ambas especies, con mayor influencia en L. hispanica
(Tabla 3.2). Le sigue la precipitacion de mes mas seco, que en este caso es mas
importante para la determinacion del area potencial de L. pustu/ata.
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DISCUSION

La vida vegetal a grandes altitudes se ve principalmente limitada por los efectos
directos e indirectos de las bajas temperaturas, la radiacién, el viento y las tormentas,
o la insuficiencia de agua disponible (Kérner & Larcher, 1988). Teniendo en cuenta las
diferencias en su distribucién, L. Aispanica parece capaz de hacer frente a estas
condiciones adversas de manera mucho mas efectiva que L. pustulata.

El principal objetivo de este estudio fue identificar los cambios fisiologicos
provocados por la altitud en estas dos especies simpatricas de Lasallia con el objeto de
comprender un poco mejor sus distintos patrones de distribucién altitudinal. Tras el
minucioso estudio de su comportamiento ecofisiolégico, la primera impresién es que
L. hispanica posee una mayor plasticidad y muestra una respuesta mas marcada a la
altitud en muchos de los pardmetros medidos, en comparacién con L. pustulata. Esta
plasticidad en su respuesta parece permitir a L. hispanica la conservacién de un
balance de carbono positivo bajo distintas condiciones, en las que L. pustulata no es
capaz de alcanzar compensacién, y a menudo muestra eficiencias mejores que las de
esta ultima especie (Figs. 3.4 a 3.9, Figs. 3a.2, 3.25).
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Fig. 3.22: Regresion lineal entre altitud y acido giroférico por peso seco en Lasallia hispanica (izqda.) y
Lasallia pustulata (dcha.).

Efecto de la altitud

El efecto de la altitud en estas dos especies es similar para algunas variables e
inverso para otras. En general, como se ha dicho antes, se encontraron efectos mas
marcados y mas abundantes en L. Aispanica. Esta observacion se ve respaldada por los
resultados de los ACPs (ver mas abajo). Para Lasallia pustulata sélo una variable (el
acido girofdérico) mostraba un coeficiente de correlacién con la altitud mayor o igual a
0’5 (en valor absoluto), y 15 variables acusaban significativamente el efecto de la
altitud (p<0.05, Fig. 3a.14), mientras que en el caso de L. Aispanica 10 variables tenian
un coeficiente de correlacién mayor que [0.5|, y la altitud era significativamente
influyente en 21 variables (Fig. 3a.13). Esta mayor plasticidad de L. Aispanica en
respuesta a la altitud es probablemente la razén que explica su éxito en ambientes tan
duros. Lasallia pustulata tiene mayor capacidad fotosintética cuando las condiciones
son favorables para ello, pero su plasticidad es mucho menor que la de L. Aispanica,
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que, a pesar de tener tasas de FN mucho mas modestas (véase abajo), es mas habil a la
hora de regular y reajustar su metabolismo para poder hacer frente a las condiciones
cambiantes que un gradiente altitudinal implica. Las diferencias en la respuesta a la
altitud de Amax, RO y ® de cada especie son especialmente interesantes (Figs. 3a.3,
3a.4, 3.25). La eficiencia cuantica (¢) disminuyé significativamente con la altitud en L.
pustulata mostrando la dificultad de esta especie para adaptarse a zonas altas, pero no
cambioé en L. hispanica. El patréon para Amax es similar, L. pustulata muestra tasas en
regresion al aumentar la altitud, mientras L. Aispanica tiene una respuesta unimodal,
con un maximo hacia los 1800-2000 m. Se ha podido observar un comportamiento
parecido en muchas plantas vasculares que también ocupan amplios gradientes
altitudinales (Li et al., 2006, 2007), asi como en algunos liquenes (Larcher & Vareschi,
1988). Li et al. (2006) estudiaron la respuesta de Quercus aquifolioides en un
gradiente de 1600 m (desde 2000 a 3600 m) en el Himalaya. Estos autores
concluyeron que 2800 m era la altitud éptima, en la que el crecimiento y metabolismo
eran los mas vigorosos, segun indicaban el poco grosor de las hojas, el mayor tamafo
de los estomas y los valores mas negativos de 8'3C y observaron un descenso de
crecimiento y tasas metabélicas seglin los arboles se alejaban del éptimo.
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La respuesta de los polioles a la altitud también difiere entre estas dos especies.
Pudimos observar en L. pustulata un incremento del cociente rib/man con la altitud
(Fig. 3a.35), que podria interpretarse como un intento de proteger las células del alga
de la desecacién (Farrar, 1976). Pero es mas probable que a mayores altitudes los
procesos de crecimiento se vean limitados mdas rdpidamente que la ganancia de
carbono, por lo que habria un incremento de azlcares (Korner, 1999). De media,
ambas Lasalliae mostraban valores similares (0°’21+0°07 y 0’25+0'06 mg g-! para L.
pustulatay L. hispanica respectivamente), pero la correlacion entre este cociente y la
altitud es positiva en L. pustulata y negativa en L. hispanica (Fig. 3.24). Se encontré la
misma respuesta para el cociente rib/(man-+arab) (es decir, azlcares del alga frente a
azucares fungicos), y, mientras que para L. Aispanica el descenso del cociente estaba
relacionado con un descenso de ribitol, para L. pustulata no encontramos un
incremento significativo de este poliol a lo largo del gradiente, por lo que el
incremento del cociente es una consecuencia del descenso de los azlcares fungicos.
Esto podria estar relacionado con la tendencia a protegerse frente a las duras
condiciones que debe afrontar a mayores altitudes. Al estar mas expuesta a estas
mayores altitudes, L. pustulata debe hacer frente a vientos mas fuertes y por tanto su
valor de IPE y su cantidad de quitina aumentan, proporcionando resistencia al talo (Fig.
3a.33, Kappen 1988), pero podria ser que ese aumento de quitina sucediera a costa de
los azlicares fungicos. También se observé un aumento de IPE y quitina en L. Aispanica
(Fig. 3a.29), pero en este caso no se observo reduccion en los azucares flingicos,
aunque habia una tendencia significativa a reducir el contenido de ribitol y aumentar el
de glucosa con la altitud (Fig. 3a.31). Segun Palmqvist et a/. (2008), la glucosa es un
producto directo de la fotosintesis, asi como un precursor del metabolismo
respiratorio de ambos componentes de la simbiosis liquénica y su aumento puede
indicar un aumento de la degradacién de ribitol en el fotobionte, pero la cantidad
absoluta no es muy alta, especialmente si se compara con los resultados obtenidos en
L. pustulata. Carecemos de informacién suficiente para dilucidar si se trata de una
respuesta especifica, ya que no hemos realizado analisis genéticos del fotobionte.

Otra consecuencia del aumento de altitud es una mayor intensidad luminica
(Koérner & Larcher, 1988), que se correlaciona con un incremento de carotenos en /.
pustulata (Fig. 3a.33). Se ha demostrado que los carotenos tienen actividad protectora
frente al exceso de luz visible (Fahselt, 1994b). Es probable que el aumento de la
irradiacion también afecte al acido giroférico, que disminuye con la altitud en ambos
casos, pero la correlacién no es tan alta para L. Aispanica como para L. pustulata, y la
pendiente de la recta es menor (Fig. 3.22). Esto indica probablemente una mayor
sensibilidad de esta ultima especie al aumento de radiacion UV. Swanson & Fahselt
(1997) describieron la existencia de un proceso de fotodegradacion de dépsidos con la
altitud. Pero también sugirieron que el descenso de dépsidos en Umbilicaria americana
podia ser solo aparente, pues el incremento de UV-B podia estar tanto provocando la
disminucion de la sintesis de los dépsidos como convirtiéndolos a una forma no
extraible. En algunas especies de bri6fitos se ha descrito una disminucién de los
efectos del UV-B en condiciones de baja disponibilidad de agua (Arréniz-Crespo et al.,
2011), y Solhaug et al (2003) encontraron en el liquen Xanthoria parietina una
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ralentizacion del metabolismo de los compuestos secundarios cuando los talos
estaban inactivos. El habitat mas expuesto de L. Aispanica provoca una deshidratacion
mas rapida que en el caso de la mas protegida L. pustul/ata, por tanto, su tiempo de
actividad es con toda probabilidad mas corto. Por esta razén, el efecto de la altitud en
la sintesis de carotenos y en la degradacion de acido giroférico puede ser menos
marcado en L. Aispanica.
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Fig. 3.24: Regresiones lineales entre altitud y glucosa (arriba) y fructosa (abajo) para Lasallia hispanica
(izqda.) y Lasallia pustulata (dcha.).

Ambas especies mostraron un descenso del cociente C/N, causado por el efecto
significativo de la altitud en el contenido en (r= -0’42, p<0’005, Fig. 3a.13, para L.
hispanicay r= -0’27, p= 0’04, Fig. 3a.14, para L. pustulata). También encontramos un
descenso de fructosa y sacarosa en L. pustul/ata (Fig. 3a.35). En esta especie, aunque la
correlacién no era alta cuando se juntaron todos los datos, habia una disminucion
significativa de Amax y ¢ con la altitud, como se ha dicho anteriormente (Fig. 3a.14 y
3a.36). Todos estos resultados podrian sugerir que al aumentar la altitud, el
rendimiento fotosintético de L. pustulata se ve afectado y necesita redistribuir sus
recursos e invertir mas en moléculas protectoras (carotenos) o mantener la inversién
en otras (ribitol), a costa del descenso de otras moléculas y de si eficiencia
fotosintética. El contenido total de Chl también aumenta ligeramente con la altitud en
L. pustulata, el aumento de Chlb es significativo. Este comportamiento se habia
observado ya en otros liquenes mediterraneos (Pintado, 1996), lo que indica que,
aunque la irradiacion es mas intensa en lugares mas altos, la radiacién real a la que los
liguenes se encuentran activos es mas baja, ya que la hidratacién tiene lugar cuando el
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tiempo es nuboso o neblinoso, Se ha demostrado que el exceso de irradiacion puede
dafar de manera severa el aparato fotosintético de los liquenes, incluso cuando estan
inactivos y a pesar de sus mecanismos de fotoproteccién (Gauslaa & Solhaug, 1999;
Heber & Littge, 2011). También se ha visto que la resistencia al calor es especifica de
cada especie, y muestra una estrecha relacién con la ecologia de la especie
(MacFarlane & Kershaw, 1978). Nuestros resultados sugieren la existencia de una
sensibilidad distinta a la luz y al calor en estas dos especies, resultando L. Aispanica
menos afectada por estas condiciones.
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fotosintesis neta = 0) y respiraciéon en oscuridad por peso seco (centro); altitud vs. eficiencia fotosintética ()
(abajo) de Lasallia hispanica (triangulos verdes, izqda.) y Lasallia pustulata (puntos rojos, dcha.).

Ambas especies mostraron una correlacién positiva entre altitud y N (aunque
para L. pustulata no era significativa, Fig. 3a.34; Fig. 3a.30), y también una cantidad
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total de aa mayor. Esto puede ser una consecuencia de la mayor y mas larga
acumulacion de nieve hacia la cumbre, que llevaria a un enriquecimiento en N. en el
caso de L. hispanica, también encontramos un incremento significativo de Arg hacia
mayores altitudes (Fig. 3a.30). La sintesis de Arg se ha interpretado como un
mecanismo para evitar la toxicidad del NHst (Dahlman et al, 2002; Dahlman &
Palmqvist, 2003), y de hecho se pudo observar un descenso de NH4* en esta especie
con la altitud (Fig. 3a.30). Pero las reservas de Arg también se han interpretado como
una fuente de C y N al degradarse (Planelles & Legaz, 1987; Fahselt, 1994a). El NH4*
incrementa la permeabilidad de la membrana de las células del fotobionte, facilitando
por tanto la exportacion de fotosintatos (Vicente & Filho, 1979). Sin embargo, no se ha
demostrado que este mecanismo suceda a las concentraciones de NH4* presentes
normalmente en condiciones naturales (Fahselt, 1994a).
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Fig. 3.26: ACP consenso de los tres Fig. 3.27: ACP consenso de los tres
transectos de Lasallia hispanica. transectos de Lasallia pustulata.

Hay una tendencia clara en ambas especies a mostrar valores mayores de IPE con
la altitud (Figs. 3a.29 vy 3a.33), pero el rango para L. hispanica va desde
aproximadamente 200 g-m-2a 1300 m hasta 370 g-m-2 a 2200 m, mientras que en L.
pustulata el rango es mucho mas estrecho, entre 200 g-m-2a 800 my 220 a 1700 m.
Esta mayor plasticidad de L. Aispanica en la regulacién del IPE puede ser muy
importante para entender su capacidad de vivir en ambientes mas duros y con
condiciones mds cambiantes que L. pustulata. Diversos estudios han mostrado la
relacién entre IPE y tiempo de retencién de agua (Larson & Kershaw, 1976; Kershaw,
1985; Valladares et a/, 1997; Gauslaa & Coxson, 2011; capitulo 2 de la presente
memoria). De este modo, la capacidad de L. Aispanica para aumentar su IPE hacia la
cumbre en respuesta a la sequia y al viento le permiten colonizar habitats en los que /.
pustulata es incapaz de medrar. También se ha descrito la disminucion del area foliar
especifica (SLA, por sus siglas en inglés, en unidad de 4rea por peso) con el
incremento de altitud en plantas vasculares (Li et al, 2007), lo cual se relaciona
también con la disponibilidad de agua.

156



Rendimiento fotosintético y eficiencia

Al comparar ambas especies a las mismas altitudes, L. Aispanica no tiene una
menor productividad o eficiencia que L. pustulata (Figs. 3a.1 a 3a.4), que, por el
contrario, en algunas ocasiones muestra valores significativamente mas bajos (v.gr.,
Fig. 3a.2). Entonces ;jpor qué esta la primera ausente en zonas mas bajas? Esto parece
no estar relacionado con la temperatura, puesto que, aunque ldégicamente el
incremento de temperatura provoca un incremento de RO, y, por consecuencia, un
descenso de FN y KF, L. hispanica siempre alcanzé compensacidon, a todas las
temperaturas, independientemente de la altitud de procedencia de las muestras (Figs.
3.4 a 3.9). Esto sugiere que, al menos tedricamente, esta especie tendria un balance de
carbono positivo a temperaturas mas altas que a las que esta expuesta en el campo de
manera habitual. No ocurria lo mismo en el caso de L. pustulata. Algunas poblaciones
no alcanzaron un valor positivo de FN por encima de 20 °C (Tabla 3a.9), y sus KF
fueron en general parecidas o incluso menores que las de L. Aispanica. Tomando estos
datos en consideracion, es notable que no encontraramos ninguna poblacién de
Lasallia hispanica por debajo de 1335 m en esta zona. Esta especie no se ha
encontrado nunca por debajo de los 900 m (Sancho & Crespo, 1989; Sancho &
Codogno, 1991). Una explicacion probable es que se ve desplazada por especies de
crecimiento mas rapido, L. pustulata entre ellas, tan pronto como las condiciones
ambientales favorecen el desarrollo de éstas.

La disponibilidad de agua es probablemente el factor mdas importante que
condiciona la distribucién y abundancia de estas especies de Lasallia. Lasallia pustulata
es mas higrofila y mas sensible a la desecacién que L. Aispanica (Sancho, 1986), y esta
caracteristica condiciona su distribucidon. En efecto, se ha descrito que L. pustulata
tiene una mayor capacidad de retencién de agua (350% vs. 220% en L. hispanica),
gracias al mayor tamafo de sus pustulas y a la abundancia de sus isidios coraloides
caracteristicos (Sancho & Kappen, 1989; Valladares, 1993). lasallia pustulata fue
descrita como una especie sustrato-higroéfila por Sancho & Kappen (1989), mientras
que L. hispanica muestra una estrategia aero-higrofila, tomando agua principalmente
de la lluvia, nieve, rocio o niebla. Lasallia pustulata tiene ademas la posibilidad de
tomar agua de su sustrato, estando frecuentemente asociada con musgos. Pirintsos et
al. (2011) observaron una depresién general del rendimiento fotosintético de Evernia
prunastri y Pseudevernia furfuracea, en muestras transplantadas a lo largo de un
gradiente altitudinal en Creta. Estos autores encontraron una disminucién del
contenido de pigmentos y de la eficiencia fotosintética, evaluada por medio de
medidas de fluorescencia, segun la altitud disminuia. Sugirieron que este efecto no
estaba causado por la altitud propiamente dicha, sino por la disponibilidad de agua, el
factor mas importante en los ecosistemas mediterraneos, fuertemente condicionado
por la sequia estival y el calor (Joffre et a/., 2007). En su area de estudio, observaron
que la disponibilidad de agua era mayor en verano hacia la cumbre, debido a la
presencia de nubes bajas y a la formacién de rocio. El efecto de la sequia era mas
marcado en Evernia prunastri, que es una especie mas hidrofila que Pseudevernia
furfuracea.
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Desgraciadamente no existen datos de precipitacion para las distintas altitudes
de muestreo, debido a la falta de estaciones meteorolégicas en la zona. Sin embargo,
parece que esta drea es una de las que mayores precipitaciones tienen en toda Espafia,
gracias al efecto de barrera de las altas cumbres de la Sierra de Gredos (Sancho, 1986,
2001). Parece que la precipitaciéon aumenta hacia las cumbres, teniendo en cuenta la
cantidad de nieve que se acumula, la tendencia general de los ecosistemas
montafiosos y algunos datos meteoroldgicos de esta drea (Gavilan, 1994). Aunque la
precipitacién total es mayor a mayores altitudes, al tener un marcado caracter
estacional, la mayor parte es en forma de nieve, lo cual hace que el agua no sea
disponible.

En cuanto hay nichos no disponibles para L. pustulata debido a las condiciones
limitantes a mayor altitud, L. Aispanica tiene mas éxito. Pero en zonas bajas, al
aumentar la temperatura y por tanto la disponibilidad de agua, todo estd dominado
por L. pustulata, cuyos talos son mas grandes y de crecimiento mas rapido con mucha
probabilidad, teniendo en cuenta su tiempo de actividad mas largo y sus mayores
tasas de Amax, y por tanto desplaza competitivamente a L. hispanica. Lasallia
hispanica probablemente seria capaz de sobrevivir en zonas mas bajas y mas
templadas, pero en este caso no es un problema de supervivencia, sino de eficiencia
en la colonizacion y en la competencia por el espacio. Seria muy util llevar a cabo
experimentos con transplantes reciprocos para poder confirmar esta hipotesis.
Hestmark (1992, 1997) estudio la competencia entre especies de Umbilicaridaceas y su
establecimiento en nichos disponibles y observd que en poblaciones mixtas de L.
pustulata 'y Umbilicaria spodochroa los talos solapaban a menudo, resultando en la
muerte de las zonas de talo que quedaban tapadas por la otra especie, de manera que
la especie de crecimiento mas rapido se veia claramente favorecida. En el presente
estudio hemos encontrado tasas de Amax en L. pustulata mas altas en zonas mas
bajas (en las que L. Aispanica estaba ya ausente) que en zonas donde ambas especies
coexistian (Tablas 3a.7, 3a.9 y 3a.11). Esta especie también mostraba normalmente
mayores tasas que L. Aispanica a temperaturas mas altas. Y como los talos de /.
pustulata son mas grandes (Figs. 3.17 y 3.18; Sancho & Crespo, 1989; Hestmark et al.,
1997) y como vive en un habitat mas protegido (Sancho, 1986), retienen el agua
durante mas tiempo (Green et a/., 1985; Gauslaa & Solhaug, 1998; Vivas, resultados
inéditos), teniendo de este modo periodos de actividad mas largos. Lasallia hispanica,
a su vez, es capaz de medrar en habitats mas expuestos, pues puede hacer frente a
condiciones mas cambiantes, periodos de sequia mas largos y ciclos de hidratacion-
deshidratacion mas frecuentes.

La pregunta ahora es por qué L. pustulata desaparece a mayores altitudes. De
nuevo, esto no parece ser consecuencia de la temperatura, ya que se ha comprobado
que L. pustulata tiene valores bajos de Tci, asi como tasas bastante altas de Amax a 5
°C, la temperatura mas baja medida (T2-9Lp se midi6 a 0°C, mostrando un valor de
Amax de 1.28 pmol CO;-m-2 s-1). De hecho, las tasas obtenidas en esta especie a 5°C
y a 25°C eran parecidas en la mayoria de los casos (Figs. 3.11, 3.13 y 3.15). Ademas,
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ambas especies parecen estar preparadas para regular ligeramente su temperatura,
mejorando su rendimiento al cambiar el color del talo dependiendo de su estado de
hidratacion (Sancho & Kappen, 1989; Sancho et al., 1994). Pero a mayor altitud la
plasticidad relativamente mas baja de L. pustulata no le permite prosperar bajo
condiciones que se van haciendo mas dificiles, no sélo por el descenso de
temperatura, sino por la disminucién de la disponibilidad de agua, la reduccién del
tiempo de actividad, la mayor exposicién de los nichos a la accion erosiva del viento y
la mayor irradiacion.

Tamano y abundancia de apotecios

En algunos estudios se ha observado un descenso en la reproduccion sexual de
plantas vasculares hacia mayores altitudes (Lévesque et al., 1997; Lord & Kelly, 1999;
Li et al., 2007). Dietrich & Scheidegger (1997) observaron un aumento en la proporcién
de especies de liquenes con reproduccion asexual hacia mayores altitudes, pero hasta
donde nosotros sabemos, no hay estudios que relacionen la altitud y la fertilidad en
una misma especie de liquen. No pudimos encontrar ninguna tendencia entre altitud y
nimero de apotecios en L. hispanica (Fig. 3.17). Hestmark (1992) describié una
tendencia en L. pustulata (y también en Umbilicaria spodochroa, Ramstad & Hestmark,
2001, y U. cylindrica, U. hyperborea, U. torrefactay U. proboscidea, Hestmark et al.,
2004) a desarrollar mas apotecios en talos mas grandes. Esa tendencia se observé en
este estudio también en el caso de L. Aispanica (datos no mostrados), pero no se
encontraron apotecios en L. pustulata en ninguna localidad. En ambas especies
observamos una tendencia a tener talos mas pequefios a mayor altitud, pero esa
tendencia no resulté estadisticamente significativa (Figs. 3.17 y 3.18).

Medidas anatémicas

Para las medidas anatémicas y los andlisis de componentes principales
consideramos inicialmente los tres transectos por separado. De esta manera, pudimos
evaluar qué variables estaban realmente relacionadas con la altitud y cuales no, ya que
algunas mostraban respuestas diferentes en cada transecto. Por tanto, la razén que
explica la variacién de esas variables no es la altitud, sino la diferencia en las
condiciones ecolégicas entre los transectos.

Para T1 y T3 de L. hispanica pudimos observar la misma tendencia a aumentar el
grosor del talo hacia altitudes mayores, pero la causa parece ser distinta. En T1, se
debe a un incremento del cértex superior y de la capa de algas, mientras que en T3 se
debe principalmente al aumento del cértex inferior. Seria l6gico esperar un aumento
del grosor total del talo; hemos visto la tendencia de IPE a aumentar con la altitud y la
hemos explicado como una estrategia de proteccién frente al viento, la fuerte
irradiacion y la sequia. Para hacer frente al viento no supondria ninguna diferencia
incrementar el grosor del cortex superior o el del inferior, lo importante es que el talo
sea mas fuerte. Es interesante el aumento del grosor del cértex inferior en el transecto
3. Este era probablemente el mas seco de los tres, teniendo en cuenta la abundancia y
diversidad de las plantas vasculares alli presentes (obs. pers.) y un incremento del
grosor del cértex inferior seria muy util para la retencién de agua mas prolongada. En
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el caso de T2, el hecho de que IPE no varia con la altitud puede ser consecuencia de la
menor variacién de las condiciones en este transecto. Durante el trabajo de campo
pudimos observar la mayor abundancia de arboles en este transecto, lo que indicaria
que las condiciones son mas suaves. Seria muy Util contar con datos microclimaticos
para apoyar esta hipotesis.

Al juntar todos los datos de cada especie para comparar las medidas anatomicas
entre ellas, encontramos un mayor grosor de todas y cada una de las capas del talo de
L. hispanica comparadas con las de L. pustulata con la Unica excepcién del cortex
inferior (Fig. 3.3, datos numéricos no mostrados). Este resultado confirma nuestros
resultados previos y nuestras hipétesis. Lasallia hispanica tiene una capa epinecral y
un cértex superior mas gruesos, muy Utiles para proteger la capa de algas frente al
exceso de irradiacion. Una capa algal mas gruesa favorece el aprovechamiento de los
tiempos de actividad mas breves y de los mayores niveles luminicos y un incremento
de la médula ayuda a retener el agua durante mas tiempo. Todo esto estd de acuerdo
con el mayor IPE de L. hispanica.

Andlisis multivariante

El primer eje de Lasallia hispanica puede interpretarse como indicador de la
productividad o del almacenamiento de productos, con Taz y Taa fuertemente
relacionados con la altitud. Amax parece ser independiente del primer eje y tampoco
Gir muestra relaciéon con la altitud. En L. pustulata, por el contrario, Amax se opone a
la altitud y, aunque el primer eje también podria representar almacenamiento de
productos, en este caso no se relaciona con la altitud.

Cuando consideramos juntos los analisis de los tres transectos de L. Aispanica,
podemos ver que las variables que separan mejor las observaciones y que con mayores
coeficientes en la primera componente explican gran parte de la varianza de nuestros
datos, son la altitud y Taz en una direccién y el Erg y C/N en la direccién opuesta. En
dos de los tres transectos también aparece Taa como una variable directamente
relacionada con Alt y Taz, asi como Gir y r/(m+a) estaban inversamente relacionados.
La asociacién de estas variables es consistente en los tres gradientes, y la posicion de
nuestras muestras se define en su mayor parte dependiendo de ellas.

Podria sugerirse que en el caso de L. Aispanica el primer eje es resultado de la
influencia de la altitud y de su relacién con la productividad (Taz, Taa). Amax no
muestra relacion con la altitud (como se esperaba tras la respuesta unimodal
encontrada, Fig. 3.25), y tampoco la muestra Gir (indicando de esta manera que no
tiene actividad protectora frente a los rayos UV). En el caso de L. pustulata Amax
tiende a oponerse a la altitud.

La influencia de la altitud en L. Aispanica se pone de manifiesto de nuevo por el
resultado de los ACPs, pues siempre tiene una gran influencia en el primer eje. Por el
contrario, para L. pustulata, la altitud tiene un peso muy bajo en el primer eje de los
tres transectos, asi como en el ACP consenso. Otras variables eran mas influyentes:
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Chla, Car, Taa, N y Erg. En ambas especies la relacién entre la altitud y el ergosterol era
inversa, como sugieren las graficas entre altitud y cociente Quit/Erg (Figs. 3a.29 y
3a.33), lo cual esta de acuerdo con el incremento observado en IPE y la mayor
inversién en estructura de las muestras de mayores altitudes.

Los ACPs también mostraron una frecuente asociaciéon entre la Chla y Amax,
como se ha encontrado frecuentemente en otras especies de liquenes y de plantas
vasculares (v.gr., Enriquez et al., 1996; Green et al.,, 1997; Palmqvist et al., 2002). Del
mismo modo, el contenido de Chla se relacionaba a menudo con el de carotenos.
Pirintsos et al. (2011) describieron un efecto similar en Evernia prunastri vy
Pseudevernia furfuracea, y encontraron también un aumento de pigmentos hacia
mayores altitudes, que relacionaron con la mayor disponibilidad de agua en las zonas
montafiosas. Asimismo, encontraron un descenso en el contenido de pigmentos en el
seco verano mediterraneo respecto al invierno. Esta explicacién esta de acuerdo con
nuestros datos y las diferencias en régimen hidrico de los transectos, y tiene un
significado ecoldgico, como se ha explicado mas arriba.

Es interesante destacar la influencia relativamente baja de la RO en las
componentes. Como hemos podido ver antes, en las graficas con todos los datos
juntos (Fig. 3.25), la RO varia poco, mostrando estos liquenes una alta capacidad de
aclimatacion con respecto a su RO, de acuerdo con estudios previos (v.gr.: Larcher &
Vareschi, 1988; Lange & Green, 2005).

i ) -

Fig. 3.28: Prediccidn del area de nichos potenciales para Lasallia hispanica, segun el analisis de
MaxEnt.
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Modelado de nicho

El nicho potencial de Lasallia hispanica (Fig. 3.28), muestra un area pequefa,
restringida a las zonas mas altas de la Peninsula Ibérica. Lasallia pustulata (Fig. 3.29)
tiene un drea mdas amplia, que a menudo solapa con la de L. Aispanica. La temperatura
media anual es la variable ambiental mas influyente para ambas especies, pero su
influencia es mayor en L. hispanica, respaldando la interpretacién de los resultados de
los ACPs, ya que esta variable es realmente un indicador de la altitud (Tabla 3.2). Tras
ella, la variable mas influyente resulté ser la precipitacién del mes mas seco (ver el
Capitulo 4), pero en este caso, tiene mayor peso en el drea potencial de L. pustulata.
Las curvas de respuesta para este parametro son similares en ambas especies,
indicando su tolerancia al régimen de lluvias marcadamente estacional del clima
mediterraneo (Fig. 3a.37). Esta tolerancia parece ser importante para explicar su
ausencia de los Pirineos, que en teoria ofrecerian un ambiente adecuado para su
desarrollo, gracias a su sustrato siliceo en algunas zonas y a sus mayores altitudes,
adecuadas para L. Aispanica. Estas especies pueden verse desplazadas por especies
mas productivas en zonas donde el régimen hidrico es mas constante a lo largo del
ano, y esto podria ser especialmente importante para L. pustulata porque L. hispanica
elude la competencia con muchas especies gracias a su tolerancia a las mayores
altitudes. La estacionalidad era mucho mas influyente en el modelo de L. pustulata. La
precipitacidon anual no resulté ser un factor determinante para la distribucion de ambas
especies, indicando que viven en lugares con regimenes hidricos distintos, pero con
una fuerte sequia estival en comun.

-

Fig. 3.29: Prediccion del area de nichos potenciales para Lasallia pustulata, segun el andlisis de
MaxEnt.
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L. hispanica L. pustulata Tabla 3.2: Contribucién de las variables

Variable  Contribucién (%) _Contribucién (%) ambientales utilizadas para la modelizacién
Tav 77.8 49 de nicho: Tav: temperatura media anual;
Pdm 21.5 38.6 Pdm: precipitacion del mes mas seco; Estac.:
Estac. 0.4 10.9 estacionalidad; Prec. An.: precipitacién

Prec. An. 0.2 1.5 anual.

Estas dos especies simpatricas de [lasallia son capaces de coexistir en
determinadas zonas gracias a su diferenciacién de nicho, un fenémeno que fue
descrito por primera vez en liquenes por Larson (1984). Parece claro que la ventaja
adaptativa de L. pustul/ata reside en su mayor velocidad de crecimiento, mientras que
L. hispanica es capaz de soportar condiciones mas duras, colonizando de este modo
habitats donde L. pustulata no es capaz de prosperar. El estudio de las relaciones entre
estas especies y su capacidad de adaptacién nos proporciona un mayor entendimiento
de la dindmica de las poblaciones y nos permite predecir su comportamiento bajo
condiciones cambiantes. Si, seglin estd predicho por el IPCC (2007), las temperaturas
ascienden en su area de distribucion comun, las poblaciones de L. Aispanica sufriria
probablemente el incremento de la presién competitiva de otras especies, entre las
que se encuentra L. pustulata, cuyo habitat potencial se veria aumentado, teniendo en
cuenta la mayor disponibilidad de agua provocada por el aumento de la lluvia en
detrimento de la nieve y el incremento de la temperatura. Las zonas alpinas albergan
una gran biodiversidad, muy rica en endemismos, que se ven especialmente
amenazados por el cambio climatico (Nash & Olafsen, 1995; Sala et a/., 2000; Lange &
Green, 2005).
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3. ECOPHYSIOLOGICAL RESPONSE OF TWO SYMPATRIC SPECIES
OF LASALLIATO ALTITUDINAL GRADIENTS IN A
MEDITERRANEAN MOUNTAIN
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INTRODUCTION

Ecological gradients provide a stunningly interesting research field on the
adaptative capacity of organisms. Altitudinal gradients are especially powerful for
testing ecological and evolutionary responses of living beings to changing abiotic
influences in an often narrow geographical space. Several parameters change along an
altitudinal gradient. Among them, there are some general geophysical phenomena
which are altitude specific, such as atmospheric pressure, temperature, clear-sky
turbidity and UV-B radiation. But some others can be strongly contrasting on different
places, such as moisture, light regime, wind, season length, geology and human land
use (Korner, 2007), making the interpretation of studies on this field challenging.

Community structure and biodiversity of vegetation have been widely studied
along altitudinal gradients (Whittaker, 1975; Korner, 1999) and the physiological
response of vascular plants to altitudinal gradients has also received much attention
(e.g.: Fitter et al., 1998; Cordell et al., 1998; Craine & Lee, 2003; Lévesque et al., 1997,
Li et al., 2004, 2006, 2007), mostly involving greenhouse experiments, which provide
the possibility of discerning between responses cuased by phenotypic plasticity or by
genotypic differences.

Although not so abundant, there are also many studies focused on community
structure of non vascular plants along altitudinal transects (e.g. Watson 1980, 1981;
Grau et al., 2007; Kessler, 2000; Frahm, 1990: Frahm & Gradstein, 1991; Grytnes et
al., 2006; Loppi et al., 1997; Pirintsos et al., 1993, 1995; Pintado et a/., 2001), which is
not surprising when one considers that bryophytes and lichens constitute the most
abundant vegetation of the highest altitudes, where, as vascular plants are no longer
competitive, they dominate the landscape (Ahmadjian, 1995). Many of them can also
occupy a wide altitudinal range, however, studies focused on the physiological
response of single species along these altitudinal gradients are scarce (Pirintsos et al.,
2011; Sonesson, 1986; Swanson et al., 1996; Larcher & Vareschi, 1988; Tuirk, 1983;
Adams, 1971), although they could provide much information about adaptation
strategies of lichens. It is not possible to perform long-term greenhouse experiments,
for these organisms are difficult to cultivate and extremely slow-growing under culture
conditions.

Lasallia pustulata (L.) Mérat is an Eurasiatic widely distributed lichen species
(Nimis, 1993; Pérez-Ortega, 2004) and Lasallia hispanica (Frey) L.G. Sancho & A.
Crespo is a Mediterranean endemic species, up to date collected in Italy, France,
Morocco, Portugal and Spain (Fig. 3.1, bottom; Sancho & Crespo, 1989) and restricted
to higher altitudes (Sancho & Crespo, 1989, Codogno & Sancho, 1991). Both species
grow on sun exposed granitic boulders, but, when they coexist, they seem to have
different niches. L. pustulata is often found on more protected sites, where thalli can
get more humidity and dry out slower, while L. Aispanica is able to cope with the drier
conditions of a more exposed and vertical habitat (Sancho, 1986; Sancho & Crespo,
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1989). It seems clear that L. pustulata can not stand the harsh conditions of high
mountains, for it is rather thermophilic and does not tolerate the wind (Sancho, 1986).
But, what is the reason for L. hAispanica not growing lower than 900 m? Is it adapted to
the specific environmental regime of high altitude? Or is it gradually excluded from
lower latitudes with milder conditions by the faster growing and more competitive L.
pustulata? |s the competition with L. pustulata and other species the barrier which has
prevented L. Aispanica colonising a wider distribution?

In order to answer the previous questions, we have analysed several
ecophysiological and subcellular parameters on populations of both species, collected
along three altitudinal transects in Sierra de Gredos, Central Spain, trying to find their
ecological optimal conditions for photosynthetic productivity, as well as their
adaptation strategies along the altitudinal gradient. We have made a thorough study of
their potential CO; fixation by means of gas exchange measurements under controlled
conditions of irradiation and temperature. The habitat of L. Aispanica and its tolerance
to higher altitudes led us to hypothesise that its photosynthetic performance would be
better at lower temperatures and higher irradiances (Sancho & Kappen, 1989). We also
expected a higher thallus specific weight for this species (Kappen, 1988). In this
direction, we measured the content on chitin, as a quantifier of total fungal mass
(Palmgqvist et al., 2002) and its relationship with the amount of ergosterol, the most
abundant sterol of the fungal membrane, as an indicator of total fungal living mass
(Sundberg et al., 1999). We expected a higher amount of chitin with increasing
elevation, in relation with the increase of TSW and as a result of the higher protection
needed in harsher environments. We thought that altitude might induce changes on
the thickness of the upper cortex as well, in order to protect the algal layer against
excessive light and against desiccation, in an attempt to extend the active time in more
exposed habitats.

It seemed likely that L. Aispanica would show higher values of sugar alcohols,
due to their protective role in desiccation (Farrar, 1976), and of gyrophoric acid, under
the assumption that this secondary metabolite would protect the lichen against high
light intensities (Solhaug & Gauslaa, 1996). This reasoning could also apply to the case
of carotenoids, which are said to protect against the excess of visible light (Fahselt,
1994b). The amount of chlorophyll was therefore expected to decrease with altitude,
especially the light harvesting Chlb, causing an increase in the Chla/b ratio. Amino
acid analysis was performed to check the possible role of arginine as an immobilising
molecule of excess of the toxic NH4+ (Dahlman et a/., 2002, 2003). We expected higher
amounts of this amino acid with increasing elevation, as a consequence of snow
accumulation, which produces an increase in N deposition in the form of NH4+.

Although both species cover a similar altitude range in this area (700-800 m), we
did not expect Lasallia pustulata to show the described changes as markedly as L.
hispanica. The reason is, as said, that the former usually appears in more sheltered
niches.
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MATERIAL AND METHODS

Lichen material

Lasallia pustulata is a common mainly Eurasiatic distributed species (Fig. 3.1,
top), appearing from the sea level until 2000 m.a.s.l., usually in protected habitats
(Sancho, 1986; Nimis, 1993; Pérez-Ortega, 2004). Lasallia hispanica is, as said, an
endemic Mediterranean species, up to date known from lItaly, France, Morocco,
Portugal and Spain, the centre of its distribution (Fig. 3.1, bottom; Sancho & Crespo,
1989). In the Iberian Peninsula it grows from 900 m.a.s.l. and reaches the highest
summits of Iberian Sistema Central (Almanzor, 2592 m; pers, obs.), on vertical,
exposed, xeric and windy surfaces. A full morphological and anatomical description of
this species is given in Sancho & Crespo (1989). The study material was collected
across three elevational transects in the southern face of Sierra de Gredos. Transect 1
started in Santuario de Chilla, at 700 m.a.s.l. and reached la Portilla Bermeja, at 2416
m.a.s.l.; transect 2 followed Las Hiruelas pathway to Cerro de la Cagarruta, from 875
m.a.s.l. until 2300 m.a.s.l.; and transect 3 ranged from Guisando, at 900 m.a.s.l. to La
Mira peak, at 2341 m.a.s.l. (Fig. 3.2). Full details of places of collection along the
altitudinal gradient can be found in Table 3.1. Lichens from each sampling site are
referred below as a population and each population is named after its place of origin
with the following code: Tn-mx, where n indicates the number of the transect, from
west to east, m the altitude in hectometres above sea level and x codes the species, Lh
for L. hispanica and Lp for L. pustulata.

Fig. 3.1:
Distribution map
of Lasallia
pustulata (top,
source:
www.gbif.org) and
Lasallia hispanica
(bottom). The
occurrences of
Lasallia pustulata
outside Europe are
highly doubtful.
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Fig. 3.2: Study area with location of collection samples. Red, transect 1; green, transect 2; yellow, transect 3.
Labels indicate altitude. The black bar is the scale for 1 km. Map from Google Earth.

After collection, the thalli were air dried at 20 °C and subsequently stored in
darkness at -21 °C until use. Collections were made trying to cover all the variability at
each locality, taking thalli from different rocks and with different sizes. Unless
otherwise stated, 4 sets of 2 to 6 thalli were made for each population for gas
exchange analyses. Other samples from each point of sampling were destined to
subcellular analyses and again 4 sets of between 2 and 6 thalli were made for this
purpose.

Size and fertility of thalli

We measured the diameter of 100 thalli of the Lasallia species at each locality
and, in the case of L. Aispanica, we also counted the number of apothecia in those 100
thalli. We did not find any fertile thalli of L. pustu/ata.

Anatomical measurements

We selected five thalli from each locality and made five cross-sections in each
one of them in order to measure the thickness of the whole thallus and of its layers
(epinecral layer, upper cortex, algal layer, medulla and lower cortex, Fig. 3.3). For L.
hispanica we also measured the length and width of 10 spores in each of five cross-
sections of apothecia from each locality. Cross sections were made by means of a
freezing microtome Slee MTC (Mainz). The sections (15 pm thick) were obtained from
thalli and apothecia hydrated with deionized water for 4 h, and were frozen at -20 °C
inside the microtome. Sections were mounted, observed and measured in water.
Pictures of Fig. 3.3 were made in cross sections made by hand with a razor blade
under a dissecting microscope (Nikon SMZ1500) at magnification X50, mounted in
water and were observed and photographed under light microscopy (Nikon Eclipse 80i)
using Nomarski differential interference contrast optics at magnification X200, and
with a Nikon DS-Fi1+DS-L1 camera. Several pictures of each cross-section were made
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and they were combined by means of the free software Combine ZP (Hadley, 2010).
These pictures were made with the kind help of Dr. Victor J. Rico.

Transect Date and collectors L. hispanica L. pustulata
1 5-6/07/2010 M. Vivas & G. Amo de 2200 m N 40°14'26,1" 1700 m N 40°13'57"
Paz (T1-22Lh) W 5°18'1,7" (T1-17Lp) W 5°18'26"
2000 m N 40°14'05,7" 1400 m N 40°13,4'6"

(T1-20Lh) W 5°18'20,7" (T1-14Lp) W 5°18'7"

1800 m N 40°13'50" 1200 m N 40°13'14"
(T1-18Lh) W 5°18'36,9" (T1-12Lp) W 5°17'44"

1700 m N 40°13'57" 1000 m N 40°12'24"
(T1-17Lh) W 5°18'26" (T1-10Lp) W 5°17'41"
1500 m N 40°13'40,1" 850 m N 40°11'17"

(T1-15Lh) W 5°17'16,3" (T1-9Lp) W 5°17'53"

2 10-11/07/2010 M. Vivas, S. Pérez 2100 m N 40°15'03" 1700 m N 40°14'11"
Ortega & M. Arroniz (T2-21Lh) W 5°15'12,7" (T2-17Lp) W 5°14'10"

1950 m N 40°14'57" 1480 m N 40°13'31"
(T2-20Lh) W 5°14'37" (T2-15Lp) W 5°14'15"
1800 m N 40°14'29" 1335 m N 40°13'13"
(T2-18Lh) W 5°14'28" (T2-13Lp) W 5°14'4"
1700 m N 40°14'11" 1100 m N 40°12'46"
(T2-17Lh) W 5°14'10" (T2-11Lp) W 5°13'57"
1480 m N 40°13'31" 910 m N 40°12'51"
(T2-15Lh) W 5°14'15" (T2-9Lp) W 5°14'28"
1335 m N 40°13'13"

(T2-13Lh) W 5°14'04"

3 15-16/07/2010 M. Vivas & J. Pala 2110 m N 40°15'48" 1720 m N 40°15'25"
(T3-21Lh) W 5°10'23" (T3-17Lp) W 5°10'18"
1940 m N 40°15'38" 1450 m N 40°14'58"
(T3-19Lh) W 5°10'20" (T3-15Lp) w5°10'1"
1720 m N 40°15'25" 1380 m N 40°14'44"
(T3-17Lh) W 5°10'18" (T3-14Lp) W 5°9'55"
1140 m N 40°14'11"

(T3-11Lp) W 5°0'43"

900 m N 40°13'21"
(T3-9Lp) W 5°8'5"

Table 3.1: Date, collectors and coordinates of each point of sampling. The code for each sampling point is
Tn-mx, where n indicates the number of the transect, from west to east, m the altitude in hectometres above
sea level and x codes the species, Lh for L. Aispanica and Lp for L. pustulata.
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Epinecral
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Lower
cortex

Fig 3.3: Cross sections indicating the layers of the
heteromerous thallus of L. Aispanica (left) and L.
pustulata (right) (for these pictures, sections were
made by hand).

Gas-exchange measurements

Thalli were reactivated for three days in a chamber at 10 °C, 12h at a
photosynthetically active photon flux density (PPFD) of 100 pmol photons-m-2-s-1,
followed by 12h in darkness, sprayed once a day with mineral water. CO, exchange
measurements were performed using a Compact Minicuvette System (CMS 400, Walz,
Effeltrich, Germany) and a differential IRGA (Binos 100, Leybold-Heraeus, Germany) at
fully controlled conditions of temperature, humidity and PPFD and at ambient CO; (350
ppm, approx.). A full description of the method is given elsewhere (Schroeter et al.
1994). Prior to measurements, lichens were fully hydrated by spraying with mineral
water until saturation and then gently blotted with tissue paper to remove excess
water. Light response curves were performed at 15 °C for every population collected,
obtaining an initial dark respiration (DR) value in darkness until steady-state was
reached, and then increasing PPFD stepwise from 25 to 1500 pmol-m-2-s-1 (25, 50,
100, 200, 400, 800, 1200 and 1500). In addition, for selected populations from each
transect, supplementary light curves were made at 5, 10, 20 and 25 °C, except in the
case of samples T2-9Lp, which were measured at 0, 10, 20 and 30 °C. Before and after
each series of measurements, thalli were weighed so that thallus water content (as
%DW) could be later determined. Rates were then calculated on a dry weight, a surface
area and a chlorophyll content basis, according to von Caemmerer & Farquhar (1981).
The PPFD response curves were analysed by statistical fitting to a Smith function, as
detailed in Green et al. (1997). This fitting provided us with the following parameters:
Pc (light compensation point, PPFD where net photosynthesis, NP, is 0, i.e., gross
photosynthesis compensates dark respiration), Ps (light saturation point, calculated as
PPFD where 90% of maximal measured net photosynthesis, Amax, is reached) and ®
(apparent quantum vyield for incident light, which is the initial slope of the light
response curves). Photosynthetic efficiency quotient KF was also calculated as
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KF=(Amax+DR)/DR (Larcher, 1995). Temperature optima and temperature upper and
lower compensation points (Tcu and Tcl respectively, i.e. temperatures where NP
equals 0,) were calculated by fitting temperature response curves using 2nd degree
polynomial functions.

After the gas-exchange measurements, thalli surface area of the samples was
determined when the thallus was wet and fully expanded by taking a photograph and
analysing it with Image) 1.42q software (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA). All samples were then dried in Silica Gel for 72 hours and their dry
weight determined to the nearest 0.1 mg. Thallus specific weight (TSW, in g-m-2) was
calculated.

Subcellular analyses

Thalli used for gas exchange were also used for the pigment analyses, according
to Barnes et al. (1992). In brief, samples were repeatedly washed with CaCOs saturated
acetone to remove lichen substances, and pigments extracted in CaCOs saturated
DMSO. Absorbance of the extracts was measured wusing a UV-visible
spectrophotometer (Uvikon XL, NorthStar Scientific, UK). Turbidity was checked at 750
nm and only samples with values lower than 0.010 absorbance units were taken into
account. Other wavelengths measured were 664.9, 648.2, 480, 435 and 415 nm, and
values obtained were used to calculate concentrations (expressed in pg mg-' dry
weight) of chlorophylls a and b (Chla and Chlb) and total carotenoids (Car) with the
equations proposed by Barnes et al (1992) and Wellburn (1994). Chlorophyll
degradation was calculated by the ratio between absorbance at 435 and 415 nm
(OD435/415), as suggested by Ronen & Galun (1984). Chla was used as a proxy for the
number of photobiont cells (Raven, 1992; Enriquez et al. 1996). The other set of
samples was used to perform chitin, ergosterol, aminoacid, sugars, gyrophoric acid
and C/N analysis. To assess total fungal mass, the fungal cell wall component chitin
(Chit) was used as a proxy for total fungal mass and ergosterol (Erg) as an indicator of
fungal living biomass. Ergosterol is the dominant sterol in fungal plasma membrane
(Weete 1973; Palmqvist et al.,, 2002) and has been used as a proxy for the metabolic
activity of fungi in mycorrhizal associations with plants (Ekblad & Nasholm, 1996;
Ekblad et a/., 1998) as well as in lichens (Palmqvist et al.,, 1998, 2002; Gaio-Oliveira et
al., 2004). Both chitin and ergosterol were quantified by HPLC techniques, according to
Dahlmann et al, 2001. Samples were first milled to a homogeneous powder shortly
before analysis. 20 mg of powder were mixed with 1 ml ethanol, shaken intensively on
a Vortex and incubated on a shaker at 5 °C for 30 min. After centrifugation (14000
rpom, 15 min) Erg was determined in the supernatant by HPLC (Waters, Milford, USA),
using an ODS-ultra sphere column (250 mm x 4.6 mm; particle size 5 ym) as
separator and isocratic elution with 100% methanol as mobile phase. The entire
process was carried out in darkness to avoid degradation of the compound. Erg
absorption at 280 nm was measured with a UV detector. Data were corrected for an
extraction yield of 80% (Dahlman et al, 2001). Chit was measured in the pellet
remaining after Erg extraction. We checked that there was no loss of Chit during the
Erg extraction by comparing the content with samples that had not been previously
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extracted for Erg determination (data not shown). Samples were washed with 0.2 M
NaOH to remove amino acids and proteins that could interfere with the results. Acid
hydrolysis in 6M HCl was used to release the glucosamine residues, which were
converted to fluorescent derivatives by treatment with 9-fluorenylmethylchloroformate
(FMOC), and then analysed by RP-HPLC using gradient elution. Data were corrected for
an extraction yield of 83% (Dahlmann et al/., 2001, Ekblad & Nasholm, 1996).

Carbon and Nitrogen, Amino acid, Sugar and Gyrophoric acid analyses
These analyses were performed following the same procedures described in
Chapter 2.

Niche modeling

The maximum entropy model implemented in the program MaxEnt v.3.3.3
(Phillips et al., 2004, 2006) was used to recover the environmental niche of Lasallia
hispanica and L. pustulata estimated from presence-only data, in the same way as in
the previous chapter. Presence data was retrieved from GBIF (http://www.data.gbif.org)
from which 23 and 79 georeferentiated records were obtained for L. Aispanica and L.
pustulata respectively. Some of these records were removed, because they were
incomplete, and the localities studied in this chapter were also added, resulting in a
total number of georeferentiated records of 61 for L. hispanica and 74 for L. pustulata.
Models were performed for the current environmental conditions. Analyses were
performed in the same way than in the previous chapter, although only for current
environmental conditions.

Statistics

Statistical analyses were conducted in R 2.10.0 (R Development Core Team, 2009)
with the help of the packages multcomp (Hothorn et a/., 2008), Hmisc (Harrell, 2012)
and FactoMineR (Lé er a/.,, 2008). ANOVA followed by Tukey’s HSD post-hoc test were
performed to test the differences within the species. For differences between the
species, t-tests were calculated. Significant differences were considered for p<0.05.
Correlation matrices provided understanding on the relationships between the
variables. Some of these relationships were plotted and fitted by simple linear
regression. Principal Component Analysis was performed to group the variables.
Graphs for gas exchange, fittings to Smith function and graphs for subcellular
components results were made using SigmaPlot 10.0 (Chicago, lllinois, USA). Graphs
for PCAs were obtained in R.

RESULTS

CO; exchange measurements

One of our aims was to characterise the photosynthetic behaviour of the two
species of Lasallia present in Iberian Peninsula along an altitudinal gradient. For this
purpose, we measured net photosynthesis under different experimental conditions.
The results are shown in Figs. 3.4 to 3.15.
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Although the absolute rate changed, it is noteworthy that the optimal
temperature for photosynthesis was similar along the altitudinal transects (Figs. 3.5,
3.7, 3.9, 3.11, 3,13, 3.15, Tables 3a.2, 3a.4, 3a.6, 3a.8, 3a.10, 3a.12, in the Appendix
3).

The results from the first transect of Lasallia hispanica are given in Figs. 3.4 and
3.5. Populations T1-22Lh, T1-18Lh and T1-15Lh (from 2200, 1800 and 1500 m.a.s.l.)
were thoroughly studied, performing light curves at 5 temperatures. They show a
similar behaviour and the expected increase in DR and light compensation point (Pc)
with temperature. T1-22Lh and T1-15Lh had very similar rates, while T1-18Lh had
higher rates at every temperature. The main difference lies in the response of T1-18Lh
at 25 °C, which is strongly influenced by the high DR. This decline can also be seen in
the temperature response curves of these three populations (Fig. 3.5). The curve for
T1-18Lh is much more pronounced, which reflects a higher variation in Amax rates
with temperature. For this reason, Tcl and Tcu are not very different among
populations although the total area under the curve is obviously much higher for T1-
18Lh (Table 3a.2). Photosynthetic response to light at 15 °C for all sample points on
the first transect are also plotted in Fig. 3.4, where we can see similar rates for T1-
22Lh, T1-22Lh and T1-15Lh, while T1-18Lh shows higher rates and higher quantum
efficiency, ¢ (Table 3a.1).
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Fig. 3.4: Light response curves of gas exchange for Lasallia hispanica samples from the first transect, with
rates on a dry weight basis. Top left: T1-22Lh samples; top right: T1-18Lh samples and bottom left: T1-
15Lh samples response to light at different temperatures. Bottom right: Light curves of every altitude
sampled in the first transect at 15 °C.

175



6
A Tih Fig. 3.5: Temperature
response curves of gas
2 A exchange for  Lasallia
hispanica samples from
“ 0 the first transect, with
2 o= rates on a dry weight
“'& -2 1 _—}“-'-:i__. . . .
o R basis. Amax (solid lines,
8 _4 -\\:““-—E net  photosynthesis  at
z ‘\\3 Te—_e 1500 pumol photons m-2 s-
3 -6 A B 1 i
® Ti-22Lh . ) and DR (dashed lines,
8 ®  T1-18Lh Y dark respiration, at 0 pmol
T1-15Lh g1 photons m-2 s-1) at every
210 A gga" - measuring  temperature.
_]2 T T T T T
0 5 10 15 20 25
T (°0)
6 6
T2-21Lh T2-18Lh
41 E L4
2 A 2
o 0 0
~
~
o -2 -2
()
2 4 -4
g —e— 5°C
. v 10°C L 6
—&— 15°C
6 —4— 20°C | ¢
—a— 25°C
T2-15Lh T2-13Lh
4 _ _ -4
21 i T [l
“ I/i/‘s/k)/x;’;’f
o 01 T T 3 0
o I T
2 TE 1 i
o -2 )
0
s
£ -4 -4
3
-6 r-6
-8 1 - -8
T T T T T T T T -10
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
41 PPFD (umol photons/m?s)
24 Fig 3.6: Light response curves of gas
» ¥ exchange for Lasallia hispanica samples
0 + .
g from the second transect, with rates on a
8N -2 1 dry weight basis. Top left: T2-21Lh
g DU samples; top right: T2-18Lh samples;
3 ¢~ T2-21Lh middle left: T2-15Lh samples and middle
61 —v— T2-20Lh . .
—=— T2-18Lh right: T2-13Lh samples response to light at
8 T2-15Lh different temperatures. Bottom left: Light
—A— -
T2-13Lh curves for every altitude sampled in the
-10 T T T T T T T T

0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 Second transectat 15 °C.

PPFD (umol photons/m?s)

176

s-6%/20) jowr

s-6%/¢0D jowr



Fig. 3.6 and 3.7 and Table 3a.3 show the results for the second transect. In this
case, we measured four populations in detail: T2-21Lh, T2-18Lh, T2-15Lh and T2-
13Lh (from 2100, 1800, 1480 and 1335 m.a.s.l. respectively). The two lowest
populations, T2-15Lh and T2-13Lh show a greater response in DR to increase in
temperature. There are no great differences on Tcl, Tcu or area, but optimal
temperature for Amax does increase with decreasing altitude. The comparison of the
light curves of all the populations of the second transect at 15 °C shows that the one
with highest quantum efficiency, ®, is T2-20Lh (1950 m), and clearly separated from
the others.

On the third transect we would only collect three populations (Figs. 3.8 and 3.9),
of which two were analysed at 5 temperatures: T3-21Lh and T3-17Lh (2110 and 1720
m, respectively). Their temperature responses were fairly similar (Figs. 3.8 and 3.9),
but T3-21Lh always had higher rates, as well as lower Tcl, higher Tcu and higher area
under the curve. The light response curves of the three populations showed similar
behaviour at 15 °C.

We fitted Amax of all the three transects of L. Aispanica calculated both on a dry
weight and on a surface area basis with a quadratic function and we found an optimal
altitude at 1800 m.a.s.l. approx., with lower values at lower and higher altitudes. DR
also showed a significant linear tendency to decrease (less negative values) with
increase in altitude when calculated on a dry weight basis. This tendency disappeared
when area based rates were used (Fig. 3a.32, in Appendix 3).
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The results of the gas exchange measurements of L. pustul/ata are given in Figs.
3.10 to 3.15 and Tables 3a.7 to 3a.12. In the first transect, three populations were
measured in detail: T1-17Lp, T1-12Lp and TI1-9Lp (1700, 1200 and 850 m,
respectively). Their responses to temperature were fairly similar, as well as their Topt,
but T1-12Lp showed much lower rates at all the temperatures, its range between Tcl
and Tcu was narrower, and the area under the curve was much smaller. However, DR
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were all but identical for the three populations. When light curves at 15 °C for the five
populations in this transect are compared (Fig. 3. 10) we can see that the response of
T1-14Lp is similar to that of T1-12Lp, with respect to Amax and &, while T1-10Lp
behaves similarly to T1-17Lp and T1-9Lp, although with a slightly higher Amax.
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Fig. 3.10: Light response curves of gas exchange for Lasallia pustulata samples from the first transect, with
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samples response to light at different temperatures. Bottom right: Light curves of every altitude sampled in
the first transect at 15 °C.
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Fig. 3.11: Temperature response
curves of gas exchange for
Lasallia pustulata samples from
the first transect, with rates on a
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lines, net photosynthesis at 1500
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(dashed lines, dark respiration,
at 0 pymol photons m-2 s-') at
every measuring temperature.
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always >0.95).

On the second transect (Figs. 3.12 and 3.13 and Tables 3a.9 and 3a.10), T2-
17Lp and T2-13Lp (1700 and 1335 m respectively), were measured at 5, 10, 15, 20
and 25 °C whilst T2-9Lp (910 m), which was measured at 0, 10, 20 and 30 °C. T2-9Lp,
behaves very differently. Its productivity is higher at every temperature (Fig. 3.13) and
its temperature range for NP is much broader. In fact, T2-17Lp barely reaches NP at 20
°C and does not reach it at all at 25 °C, while T2-13Lp only compensates DR at 5 and
10 °C. Obviously, the effective area under the curve of temperatures is much bigger for
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T2-9Lp. It also shows a higher Topt. When comparing the light response curves at 15°
a big difference can be seen between the group containing T2-17Lp to T2-11Lp and
T2-9Lp, although the latter was measured at 10 °C, meaning that its rate at 15 °C
would be at least slightly higher, taking into account its Topt.
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For the third transect (Figs. 3.14 and 3.15, Tables 3a.11 and 3a.12), although we
collected samples on five points, as for L. Aispanica, we could only make gas exchange
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measurements on three populations, as there were no more populations with enough
thalli in this transect. Among these three populations, T3-14Lp and T3-9Lp (1350 and
900 m respectively) were thoroughly analysed. Their behaviour is similar at low
temperatures but differ slightly at 20 and 25 °C, with T2-13Lp always having higher
rates and a higher Tcu. When T3-11Lp (1140 m) is added to the plot of light response
at 15 °C, we can see that this population has higher DR, NP and & than the others.
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We can see in Fig. 3.16 the efficiency quotient KF for all the populations (numeric
values are in Tables 3a.1 to 3a.11). In most cases, KF is maximal at the lowest
temperature and decreases as temperature increases.
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A comparison of KF between populations of both species from similar altitudes is
shown on Appendix 3 (Figs. 3a.1 and 3a.2). L. Aispanica always shows a lower KF than
L. pustulata on the first transect (Fig. 3a.1), but the difference is not statistically
significant. In contrast, when comparing the results obtained for the transect 2, the
pattern is reversed, having L. hAispanica higher values than L. pustulata, with
statistically significant differences between T2-18Lh and T2-17Lp (Fig. 3a.2). Amax is
compared on a similar fashion on Figs. 3a.3 and 3a.4).

Size and fertility of thalli

As shown in Fig. 3.17, we found no relationship between altitude and number of
apothecia of L. Aispanica. Similarly, no relationship was found either between size of
thalli and altitude for both species (Figs. 3.17 and 3.18).

Anatomical measurements

L. hispanica thalli on the first and the third transects, showed a general decrease
in the thickness of all thallus layers towards lower elevations (Fig. 3.19). However, the
second transect showed the opposite trend. These changes were statistically
significant in many cases (Figs. 3a.5 to 3a.7). Spore size had lower values in both
length and width at 2000 m in all three transects but there was no clear pattern with
altitude (Fig. 3.20).

L. pustulata in the first transect showed a tendency to have thicker thalli towards
low elevations (Fig. 3.21) and total thallus thickness was significantly and negatively
correlated with altitude. With the exception of the algal layer, the correlations between
all the other layers and the elevation were negative, although significant only in the
case of the medulla and the lower cortex (Fig. 3a.10). Results were very uniform along
the second transect with no significant correlations with altitude (Fig. 3a.11) and, in
the third transect, there was a tendency to thinner layers at lower sites with the
exception of the lowest point which had a greater thickness than expected (Fig. 3a.12).

The anatomical measurements of both species of [lasallia showed no clear
tendency with respect to altitude (Figs. 3.19 to 3.21 and 3a.5 to 3a.12) and the
differences found in the thickness of the thalli and their layers are probably more
dependent on the particular conditions of each point than on its altitude.
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Subcellular analyses

Data from all the three transects was pooled for analysis to explore the
possibility of linear relationships between altitude and some of the subcellular
components measured. In most subcellular components there was not a very good fit
with linear regression. However, some trends were found and were often statistically
significant. In both species the increase in altitude is related with an increase in TSW,
Chit, Chit/Erg and Taa, and with a decrease in sucrose. The species had opposite
reponses to altitude of N, Glu and rib/man. In L. pustulata elevation was also related
with an increase of Chlp, total Chl and car and with a decrease of Gyr and fruc. For L.
hispanica, altitude was directly related to Arg and inversely related to Erg, NH4+, C, C/N
and rib (Figs. 3a.29 to 3a.36, in the Appendix 3, and 3.23 to 3.25).
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Multivariate analyses

From all the variables measured for each locality of Fig. 3.2 a total of 34 were
included in the preliminary correlation matrices shown on Figs. 3a.13 to 3.20. The
variables which showed higher correlation coefficients were selected to make PCAs.

PCAs for Lasallia hispanica were performed with variables chosen according to

the correlation matrices in Figs. 3a.15 to 3a.17. These variables were: Altitude, TSW,
Chla, carotenoids, Erg, total aa, % of arginine, NH4+, C to N ratio, gyrophoric acid,
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ribitol to mannitol plus arabitol ratio, total sugar content, Amax and DR, this latter in
absolute value and at 15 °C. A consensus PCA (Fig. 3.26), as well as a single PCA for
each transect were performed (Figs. 3a.37 to 3a.39, in Appendix 3).
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The effect of altitude was very influent on the first axis (Fig. 3.26), and had no
relationship with Amax, which was in turn very influent on the second axis, and was
correlated to Chla, carotenes and Tsug. Altitude was positively correlated to TSW and
DR and negatively to rib/(m+a), C/N ratio and Gyr.

PCAs for Lasallia pustulata were performed with variables chosen according to
the correlation matrices in Figs. 3a.18 to 3a.20. These variables were: Altitude, TSW,
Chla, carotenoids, Erg, Chit, total aa, % of arginine, NH4*, N, gyrophoric acid, ribitol to
mannitol plus arabitol ratio, total sugar content, Amax and DR with this latter at 15 °C
and in absolute value.

In this case (Fig. 3.27), the two first axes accounted for a similar percentage of
the total variance. Altitude had little influence on the first axis, in contrast to L.
hispanica, but was also opposed to Gyr. Amax appeared not related to Altitude, and
neither were DR nor TSW. Single PCAs for each transect are shown in Figs. 3a.40 to
3a.42.
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Niche modeling

The potential area of Lasallia hispanica, after the analysis with MaxEnt is shown
on Fig. 3.28. The area of this species seems to be restricted to the high elevations of
Iberian Peninsula. Lasallia pustulata (Fig. 3.29) has a wider area, which often overlaps
with that of L. Aispanica. The annual average temperature is the most influent
environmental variable for both species, with a higher influence on L. Aispanica (Table
3.2). The second most influent variable for both is the precipitation of the driest
month, which in this case has a higher weight on L. pustulata potential area.
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Fig. 3.28: Plots of anatomical measurements of the thalli for L. pustulata vs. altitude. From left to right and
from top to bottom: epinecral layer, upper cortex, algal layer, medulla, lower cortex and total thickness (in
um). Deep red and circles: results for the first transect; bright red and squares: results for the second
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DISCUSSION

Plant life at high elevations is primarily constrained by direct and indirect effects
of low temperatures, radiation, wind and storminess or insufficient water availability
(Korner & Larcher, 1988). Taking into account their different distribution, L. Aispanica
seems to be able to deal with these harder conditions in much more an effective way
than L. pustulata.

Our main objective in this study was to identify the physiological changes driven
by altitude in these two closely related sympatric species of Lasallia in order to shed
light on their different altitudinal distribution patterns. After the thorough study of
their ecophysiological behaviour, the first impression is that L. Aispanica shows higher
plasticity and shows a more marked response to altitude in many parameters
measured than L. pustulata. This plasticity seems to allow L. Aispanica to maintain a
positive carbon balance in contrasting conditions, under which L. pustul/ata is not able
to reach compensation, and often showing better efficiencies than this species (Figs.
3.4 to 3.9, Figs. 3a.2, 3.25).

2 2
J =013 =025 |

12845 p = 0.008 p = 0.0001 ' 1.2e+5
5 g
T 1,0e+5 4 F1,0e+5 3
S o
5 >
2 £}
T 8,0e+4 r 8,0e+4 S
o [a}
o 3
] 3 g
5 Iy >
< 6,0e+4 1 4 r6,0e+d4 <
S o
o A A a
> A =
[©) A A &

4,0e+4 [ 4,0e+4

] a .
t °
2,0e+4 T T T T T T T T T T 2,0e+4
1400 1600 1800 2000 2200 800 1000 1200 1400 1600 1800
Altitude (m.a.s.l.) Altitude (m.a.s.l.)

Fig. 3.22: Linear regression between altitude and gyrophoric acid on a dry weight basis for Lasallia hispanica
(left) and Lasallia pustulata (right) samples.

Effect of altitude

The effect of elevation in these two species is in the same direction for some
variables and in opposite directions for some others. Overall, as previously stated, we
found more marked and more abundant effects of altitude in L. Aispanica. This
observation is further supported by the results of PCAs (see below). Lasallia pustulata
had only one variable (gyrophoric acid content) with a correlation coefficient with
altitude higher or equal to 0.5 (in absolute value), and 15 variables with a significant
effect of altitude (p<0.05, Fig. 3a.14), whereas L. Aispanica has 10 variables which
respond to altitude with a correlation coefficient higher than [0.5]|, and altitude has a
significant effect on 21 variables (Fig. 3a.13). The much higher plasticity of L.
hispanica in response to altitude is probably the reason for its success in such harsh
environments. Lasallia pustulata shows better performance when conditions are
favourable for it but its plasticity is much less than that of L. Aispanica, which,
although having a much more modest photosynthetic performance (see below), is
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more capable of regulating and readjusting its metabolism to be able to cope with the
changing conditions that an altitudinal gradient involves. The differences in the
response to altitude of Amax, DR and ® of each species are especially interesting (Figs.
3a.3, 3a.4, 3.25). Quantum efficiency () significantly decreased with elevation in L.
pustulata showing its difficulty to adapt but it did not change in L. Aispanica. The
pattern for Amax is similar with L. pustulata showing decreasing rates with increasing
altitude, whilst L. Aispanica has a unimodal response, with a maximum towards 1800-
2000 m.a.s.l. Similar behaviour has been observed in many vascular plants that are
also able to occupy wide altitudinal gradients (Li et a/., 2006, 2007), as well as in some
lichens (Larcher & Vareschi, 1988). Li et al. (2006) studied the response of Quercus
aquifolioides from Himalaya to altitude in a gradient of 1600 m (from 2000 to 3600
m). They concluded that 2800 m was the optimum altitudinal zone, where growth and
metabolism were most vigorous, as indicated by thinner leaves, larger stomata and
more negative 8'3C values. They found that the growth and metabolic rates decreased
with increasing distance from that optimum.
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The response of sugar alcohols to elevation in these two species is contrasting as
well. We observed in L. pustulata an increment of rib/man ratio with altitude (Fig.
3a.35), which could be interpreted as an attempt to protect the algal cells against
desiccation (Farrar, 1976). But it is more likely that at higher altitudes growth
processes become limited faster than carbon gain, so that there is an increase in
sugars (Korner, 1999). On average, both Lasalliae had similar values (0.21+0.07 and
0.25+0.06 mg g! for L. pustulata and L. hispanica respectively), but the correlation
between this ratio and altitude is positive for L. pustulata and negative for L. hispanica
(Fig. 3.24). The same response was found for rib/(man+arab) (i.e., algal sugars
respective to fungal sugars), and, whereas for L. hispanica the decrease of the ratio
was related with a decrease of ribitol, for L. pustulata we found no significant increase
of ribitol along the altitudinal gradient, that is, the increase of the ratio is a
consequence of the decrease of fungal sugars. This might be related with the tendency
to protect itself against the harsher conditions it needs to face with increasing altitude.
Being more exposed there, L. pustulata has to cope with stronger winds, and
consequently, its TSW and chitin content are higher, providing it with a more resistant
thallus (Fig. 3a.33, Kappen 1988), but it could be that the increased allocation on
chitin occurred at the expense of fungal sugars. An increase of TSW and chitin is also
observed in L. hispanica (Fig. 3a.29), but in this case, no reduction in fungal sugars is
seen, although there is a significant trend to reduce ribitol content with elevation and
to increase glucose content (Fig. 3a.31). According to Palmqvist et al. (2008), glucose
is a direct product of photosynthesis, as well as a precursor for the respiratory
metabolism of both photobiont and mycobiont and its increase could indicate an
increase of the degradation of ribitol in the algal partner, but the total amount is not
high, especially compared to the results obtained from L. pustulata. We lack data to
decide whether there is a species-specific response, as we have not yet analysed
genetically the algal partner.

Other consequence of the rising elevation is the higher radiation intensity (Kérner
& Larcher, 1988), which correlates with an increase in carotenes in L. pustulata (Fig.
3a.33). Carotenes have been proved to protect against the excess of visible light
(Fahselt, 1994b). It is likely that the increase of irradiation also affects gyrophoric acid
content, which decreases with altitude in both cases, but the correlation is not as high
in L. hispanica as it is in L. pustulata, and the slope of the line is lower (Fig. 3.22). This
is probably indicating a higher sensitivity of the latter species to the increase in UV
radiation. Photodegradation of depsides with altitude was described by Swanson &
Fahselt (1997). But they also hypothesised that the decrease of depsides in Umbilicaria
americana could be only apparent, as the increase of UV-B could both reduce the
synthesis of depsides or convert them to an unextractable form. It has been described
for some species of bryophytes a decrease of the effects of UV-B under dry conditions
(Arréniz-Crespo et al., 2011), and Solhaug et a/. (2003) found in the lichen species
Xanthoria parietina a slow down of the metabolism of secondary compounds when
thalli were inactive. The exposed habitat of L. Aispanica makes it dry out faster than
the more protected L. pustulata, hence, its active time is most likely shorter. For this
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reason, the effect of altitude both on carotene synthesis and on gyrophoric acid
degradation might be less marked in L. Aispanica.
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Fig. 3.24: Linear regressions between altitude and glucose (top) and fructose (bottom) for Lasallia hispanica
(left) and Lasallia pustulata (right) samples.

Both species show a decrease of the C/N ratio, which is caused by the significant
effect of altitude on C content (r=-0.42, p<0.005, Fig. 3a.13, for L. hispanica and r=-
0.27, p=0.04, Fig. 3a.14, for L. pustulata). We also found a decrease of fructose and
sucrose in L. pustulata (Fig. 3a.35). In this species, although the correlation was not
high when all data was pooled, there was a significant decrease of Amax and ¢ with
altitude, as previously stated (Fig. 3a.14 and 3a.36). All these results could lead to
think that with increasing elevation, the performance of L. pustulata is affected, and it
needs to reallocate its resources and invest more in protective molecules (carotenes) or
maintain the investment in others (ribitol), at the expense of the decrease of other
molecules, and of its photosynthetic efficiency. Total Chl content also increases slightly
with elevation in L. pustulata, being the increase on Chlb significant. This behaviour
had already been observed in Mediterranean lichens (Pintado, 1996), indicating that,
although the irradiation is more intense in higher places, the usual light intensity
under which the lichens are active is lower, because moisture occurs when the weather
is foggy or cloudy. It has been shown that irradiation can severely damage lichen
photosynthetic apparatus even when they are under inactivity periods, despite their
photoprotective mechanisms (Gauslaa & Solhaug, 1999; Heber & Littge, 2011), and
resistance to heat was shown to be species specific, showing a tight relationship with
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the ecology of the species (MacFarlane & Kershaw, 1978). Our results suggest a
different sensitivity of these two species to light and heat, being L. hispanica less
affected by these conditions.
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Fig. 3.25: Altitude vs. Amax on a surface area basis (top, dashed line indicates compensation, i.e., net
photosynthesis = 0) and dark respiration on a dry weight basis (middle); altitude vs. photosynthetic
efficiency (®) (bottom) for Lasallia hispanica (green triangles, left) and Lasallia pustulata (red dots, right)
samples.

Both species show a positive correlation between altitude and N content
(although for L. pustulata it is not significant, Fig. 3a.34; Fig. 3a.30), and also a higher
total amino-acid amount. This could be a consequence of the longer and larger
accumulation of snow towards the summit, which would lead to an enrichment on N. In
the case of L. hispanica, we also found a significant increase of Arg towards higher
elevations (Fig. 3a.30). The synthesis of Arg has been interpreted as a mechanism to
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avoid NH4+ toxicity (Dahlman et al., 2002; Dahlman & Palmqvist, 2003), and indeed, we
could observe a decrease of NH4* in this species with altitude (Fig. 3a.30). But also Arg
pools have been found to be useful as a source of C and N through degradation
(Planelles & Legaz, 1987; Fahselt, 1994a). NH4+* has been found to increase the
permeability of algal cells, thus promoting export of photosynthates (Vicente & Filho,
1979). Nevertheless, it has not been demonstrated that this mechanism occurs at
normal field concentrations (see Fahselt, 1994a).
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Fig. 3.26: Consensus PCA of the three Fig. 3.27: Consensus PCA of the three
transects of Lasallia hispanica. transects of Lasallia pustulata.

There is a clear tendency in both species to increase their TSW with altitude (Figs.
3a.29 and 3a.33), but the range for L. Aispanica is from aprox. 200 g-m-2 at 1300 m
to 370 g-m-2 at 2200 m, whereas for L. pustulata we found a much narrower range,
between 200 g-m-2 at 800 m and 220 at 1700 m. This higher plasticity of L. Aispanica
in the regulation of the TSW is likely very important to understand its capacity of living
in harsher and more contrasting environments than L. pustulata. A relationship
between TSW and water retention time has been widely found (Larson & Kershaw,
1976; Kershaw, 1985; Valladares et a/, 1997; Gauslaa & Coxson, 2011; chapter 2 of
this thesis). This way, the capacity of L. Aispanica to increase its TSW towards the
summit in response to drought and wind allows it the colonisation of habitats which L.
pustulata is not able to endure. It has also been described a decrease of specific leaf
area (SLA in units of area per units of weight) with increasing elevation in vascular
plants (Li et al.,, 2007), also related to water availability.

Photosynthetic yield and efficiency

When comparing both species at similar altitudes, L. Aispanica does not have a
lower productivity or efficiency quotient than L. pustul/ata (Figs. 3a.1 to 3a.4), which in
contrast, in some occasions shows significantly lower values (e.g., Fig. 3a.2). Then,
why is the former absent from lowland places? This appears not to be related with
temperature, because, although obviously the increasing temperature provokes an

193



increase of DR, and subsequently, a decrease of both NP and KF, L. Aispanica samples
always reached compensation, at every temperature, no matter which altitude they
came from (Figs. 3.4 to 3.9). This suggests that, at least theoretically, this species
would have a positive carbon balance at higher temperatures than the ones under
which it usually lives. The same was not true for L. pustulata samples from the same
elevations. Indeed, some populations did not reach a positive NP above 20 °C (Table
3a.9), and their KF were in general, similar or even lower to those of L. Aispanica.
Considering this data it is remarkable that we could not find any population of Lasallia
hispanica below 1335 m in this area. This species has never been found below 900 m
(Sancho & Crespo, 1989; Sancho & Codogno, 1991). A likely explanation is that it is
displaced by faster-growing species, L. pustulata among them, as soon as
environmental conditions favour the development of these.

Water availability is likely the most important factor conditioning the distribution
and abundance of these Lasallia species. Lasallia pustulata is more hygrophytic and
more sensitive to drought than L. Aispanica (Sancho, 1986), and this feature conditions
their distribution. Indeed, it has been described that L. pustulata has a higher water
retention capacity (350% vs. 220% in L. hispanica), due to the bigger size of its
pustules and the abundance of its characteristic coralloid isidia (Sancho & Kappen,
1989; Valladares, 1993). Lasallia pustulata was described as a substrate-hygrophytic
species by Sancho & Kappen (1989), whereas L. hispanica would have an aero-
hygrophytic strategy, taking water mainly from rain, snow, dew or fog, while L.
pustulata also relies on the moisture of its substrate, being usually found associated
with mosses. Pirintsos et al. (2011) observed a general depression of the
photosynthetic performance of Evernia prunastri and Pseudevernia furfuracea, with
samples transplanted along an altitudinal gradient in Crete. They found a decrease of
pigment content and photosynthetic efficiency, measured by means of Chl
fluorescence, with decreasing elevation. They suggested that this effect is not caused
by altitude itself, but by water availability, the most important driving factor in
Mediterranean ecosystems, strongly conditioned by summer drought and heat (Joffre
et al, 2007). Indeed, in the study area, they reported higher water availability in
summer towards the summit, due to low clouds and dew. The effect of drought was
more marked in Evernia prunastri, which is more hygrophytic than Pseudevernia
furfuracea.

Unfortunately, no precipitation data is available for the different altitudes where
we have sampled, due to the lack of meteorological stations in the area. However, this
area is thought to have one of the highest precipitations of Spain, due to the barrier
effect of the high mountains of Sierra de Gredos (Sancho, 1986, 2001). Precipitation is
thought to increase towards the summits, taking into account the amount of snow that
accumulates, the general tendency of mountainous systems and some data for this
area (Gavilan, 1994). Although the total precipitation is higher at higher altitudes,
since it has a marked seasonal pattern, the most of it is in the form of snow, which
makes the water unavailable.
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As long as there are niches not available for L. pustulata due to the limiting
conditions when altitude increases, L. Aispanica is more successful. But at lower sites,
as temperature and hence water availability increase, L. pustulata dominates in the
habitat, as it is bigger and probably faster growing, taking into account its longer
active time and higher Amax rates, and thus outcompetes L. hispanica. Lasallia
hispanica might probably be able to survive in lower, warmer sites, but in this case it is
not a matter of surviving, but of efficiency in colonising and competing for space.
Transplantation experiments would be highly helpful to confirm this hypothesis.
Competition between Umbilicariaceae species and establishment in available niches
has been studied by Hestmark (1992, 1997), who observed that in mixed populations
of L. pustulata and Umbilicaria spodochroa thalli usually overlap, resulting in the death
of the parts of the thallus shaded by the other species, being clearly favoured the one
which grows faster. Indeed, in our study, Amax rates of L. pustulata in lower sites,
where L. hispanica is already absent, are higher than in sites where both coexist
(Tables 3a.7, 3a.9 and 3a.11). This species also showed generally higher rates than L.
hispanica at higher temperatures. And as the thalli of the former are bigger (Figs. 3.17
and 3.18; Sancho & Crespo, 1989; Hestmark et a/., 1997) and as they live in a more
protected habitat (Sancho, 1986), they keep the water for longer (Green et al., 1985;
Gauslaa & Solhaug, 1998; Vivas, unpublished data), this way having longer activity
periods. Lasallia hispanica, in turn, is able to thrive in more exposed habitats, as it can
cope with more changing conditions, longer dry periods and more frequent drying-
wetting cycles.

The question that now arises is why L. pustulata disappears at higher elevations.
Again in this case, temperature does not seem to be a constraint, for L. pustulata was
found to have low Tcl, as well as fairly high rates of Amax at 5 °C, the lowest
temperature measured (T2-9Lp was measured even at 0 °C, having an Amax of 1.28
pmol CO;-m-2 s-1). In fact, rates were similar at 5 °C and 25 °C in most cases (Figs.
3.11, 3.13 and 3.15). Moreover, both species appear to be prepared to slightly
regulate their temperature, improving their performance by changing the colour of
their thalli depending on their moisture state (Sancho & Kappen, 1989; Sancho et a/.,
1994). But with increasing elevation the relatively lower plasticity of L. pustulata does
not allow it to thrive under conditions that become more and more difficult, not only
due to the decrease of temperature, but also to the decrease of water availability, the
reduction of the active time, the higher exposure of niches to wind erosion and the
higher irradiation.

Size and apothecia abundance

Some studies have reported a decrease of sexual reproduction towards higher
elevations in vascular plants (Levesque et al., 1997; Lord & Kelly, 1999; Li et al., 2007).
Dietrich & Scheidegger (1997) reported an increase of the proportion of lichen species
with asexual reproduction towards higher altitudes, but as far as we know, there are
no studies relating fertility with altitude in the same species of lichen. We could not
find any trend between elevation and number of apothecia in L. Aispanica (Fig. 3.17).
Hestmark (1992) described a tendency of L. pustulata (and also in Umbilicaria
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spodochroa, Ramstad & Hestmark, 2001, and U. cylindrica, U. hyperborea, U. torrefacta
and U. proboscidea, Hestmark et al., 2004) to develop more apothecia in larger thalli.
We could observe this tendency in L. hAispanica (data not shown), but no apothecia were
found in L. pustulata at any locality. For both Lasallia we observed in the field a
tendency of the thallus size to decrease towards higher elevations, but this tendency
was not statistically significant (Figs. 3.17 and 3.18).

Anatomical measurements

We considered the three transects separately for both the anatomical
measurements and the principal components analyses. This way, we could assess
which variables might be really correlated with altitude and which are not, for they
have different responses in each transect, being the reason for their variability the
differences in ecological conditions among transects, in spite of their proximity, and
not the different elevation of the points of sampling.

We could observe for T1 and T3 of L. Aispanica the same trend to increase the
thickness of the thalli towards higher elevations, but the cause is different. In T1, it is
due to an increase of both upper cortex and algal layer, while in T3 it is mainly due to
the increase of the lower cortex. A total increase in thickness would be expected; we
have seen the tendency of TSW to increase and explained it as a strategy to protect
against wind, stronger irradiation and drought. In order to cope with the wind, there
would be no difference on increasing the upper or the lower cortex, the important
thing is that the thallus gets stronger. It is interesting to see the special increase of the
lower cortex in the third transect. This one was probably the driest of the three
transects, taking into account the abundance and diversity of higher plants (pers.
obs.), and an increase of the thickness of the lower cortex would be useful to retain
water longer. In the case of T2, the contrasting response, not showing any increase in
TSW could be a consequence of the conditions not being so changing along the
altitudinal gradient as they were in the other transects. During the field work, we could
indeed see more trees in this transect, which would indicate milder conditions.
Microclimatic data would be highly useful to support this hypothesis.

When we pooled all the data of each species to compare the measurements
between them, we found a significantly higher thickness of every layer of L. Aispanica
compared to the same layer in L. pustulata with the only exception of the lower cortex
(Fig. 3.3, numeric data not shown). This result further confirms our previous findings
and our hypotheses. L. hispanica has a thicker epinecral layer and upper cortex, highly
useful to protect the algal layer against the excess of radiation. A thicker algal layer is
good to take advantage of the shorter activity periods and of a higher light level, and
an increase on the medulla would help to retain water longer. All of that is in
accordance with the higher TSW of L. Aispanica.

Multivariate analyses

We could overall interpret the first axis of Lasallia hispanica as an indicator of
productivity or product storage, with Tsug and Taa strongly related to altitude. Amax
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seems to be independent to this first axis, and also Gyr has no relation with altitude. In
L. pustulata, on the contrary, Amax appears opposed to altitude, and, although the
first axis could also represent product storage, in this case altitude is not related to it.

When we consider together the analyses for the three transects of L. Aispanica,
we can notice that the variables that best separate our observations, and which with
high scores on the first component, explain a great part of the variance of our data,
are altitude and Tsug in one direction, and Erg and C/N in the other direction. In two of
the three transects also Taa appeared as a variable directly correlated to Alt and Tsug,
as well as Gyr and r/(m+a) were inversely correlated. There is a high consistency of the
association of these variables across the three gradients, and the position of our
samples is mostly defined depending on them.

It could be suggested that in the case of L. Aispanica the first axis is the result of
the influence of altitude and its relationship with productivity (Tsug, Taa). Amax has no
relationship with altitude (as expected after the unimodal response found, Fig. 3.25),
and neither has Gyr (thus indicating it has no UV-protective effect). In the case of L.
pustulata Amax tends to be opposed to altitude.

The influence of altitude in L. Aispanica is stressed again by the result of PCAs,
as it always has a high influence on the first component. In contrast, for L. pustulata,
altitude had a comparatively very low weight on the first axis of the analysis for the
three transects. as well as for the consensus PCA. Other variables had a higher
influence, and these were Chla, car, Taa, N and Erg. In both species, the relationship
between elevation and ergosterol was inverse, as suggested by the plots between
altitude and Chit/Erg ratio (Figs. 3a.29 and 3a.33), which is consistent with the
observed increase in TSW and the higher investment on structure of the samples from
higher elevations.

The PCAs also showed a frequent association of Chla with Amax, as it has been
widely found for other lichen species and vascular plants (e.g., Enriquez et al., 1996;
Green et al.,, 1997; Palmqvist et al., 2002). Likewise, Chla content was often correlated
with carotenes as well. Pirintsos et a/. (2011) described a similar effect on Evernia
prunastri and Pseudevernia furfuracea, also finding an increase in pigments towards
higher elevations, which they related to the higher water availability in the mountain
sites. Also, they found a decrease in pigment content in the dry Mediterranean summer
respective to winter. This explanation is in accordance with our data and the
differences in water regime of the three transects studied, and has an ecological
meaning, as seen above.

It is interesting to notice the relatively low influence of DR in the components. As
we could also see before, in the plots with all the data pooled (Fig. 3.25), DR in fact
shows little variation, having these lichens a high acclimation ability with respect to
DR, in accordance with previous studies (e.g.: Larcher & Vareschi, 1988; Lange &
Green, 2005).
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Fig. 3.28: MaxEnt prediction of potential distribution for Lasallia hispanica.

Niche modeling

The niche modeling shows a small potential area of Lasallia hispanica (Fig. 3.28),
restricted to the high elevations of Iberian Peninsula. Lasallia pustulata (Fig. 3.29) has a
wider area, which often overlaps with that of L. Aispanica. The annual average
temperature is the most influent environmental variable for both species, but its
influence is higher on L. hispanica, further supporting the interpretation of the results
found in PCAs, as this variable is actually an indication of altitude (Table 3.2). The
second most influent variable for both is the precipitation of the driest month (see
Chapter 4), but in this case, it has a higher weight on L. pustu/ata potential area. The
response curves for this parameter are similar in both species, indicating their
tolerance to mediterranean seasonal rain regime (Fig. 3a.37). This tolerance seems to
be important to explain their absence from Pyrenees, which would theoretically offer
an adequate environment, as there are wide siliceous areas and high elevations
suitable for L. Aispanica. They might be outcompeted by more productive species in
places where the water regime is more constant along the year, and this could be more
important for L. pustulata because L. hispanica avoids many competitor species thanks
to its tolerance to higher altitudes. The seasonality was much more influent in the
model for L. pustulata. The annual precipitation was not found to be a determining
factor for the distribution of both species, indicating that they live in places with
different water regimes, but with a strong summer drought.
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Fig. 3.29: MaxEnt prediction of potential distribution for Lasallia pustulata.

Table 3.2: Contribution of the environmental

L. hispanica L. pustulata
Variable Percent contribution Percent contribution variables used for the niche modeling: Tav:
Tav 77.8 49 mean annual temperature; Pdm:
Pdm 215 38.6 precipitation of the dryest month; Seas:
Seas 0.4 10.9 seasonality; Ann. Prec.: annual precipitation.
Ann. Prec. 0.2 1.5

These two sympatric species of Lasallia are able to coexist in particular areas
because of their niche differentiation, a phenomenon that was first described in lichens
by Larson (1984). It seems clear that the adaptive advantage of L. pustulata relies on
its faster growing rate, whereas L. Aispanica is able to endure harsher conditions, thus
colonising habitats that are not suitable for L. pustulata. The study of the relationship
between these species and their adaptation ability provides us with a better
understanding of the population dynamics, and allows us to predict their behaviour
under changing conditions. If, as predicted by the IPCC (2007), temperatures rise in
their common distribution area, L. Aispanica populations would probably suffer from
the increased competitive pressure of other species, L. pustul/ata among them, whose
potential habitat would be widened, taking into account the higher water availability
caused by the increase on rain, at the expenses of snow, and the increase on
temperature. Alpine areas harbour a high biodiversity, very rich in endemics, which are
especially threatened by global change (Nash & Olafsen, 1995; Sala et a/., 2000; Lange
& Green, 2005).
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Amax5 Pc5 Ps5 ®5 DR5 KF5
T1-22Lh  1.26+0.22b 73+10 323+28 0.026+0.0042> 1.25+0.02 2.01+0.16"
T1-18Lh 3.36+0.352 37+3 254+20 0.05+0.0052 1.65+0.15 3.02+0.042
TI1-15Lh  1.39+0.18P 70+9 340+15 0.022+0.001¢ 1.17+0.04 2.24+0.182

Amax10 Pc10 Ps10 ®10 DR10 KF10
T1-22Lh  1.98+0.26b 89+5b  411+142 0.027+0.001b 1.91+0.06 2.06+0.17°
T1-18Lh 5.2+0.552 52+3a  358+7a 0.048+0.0042 2.27+0.11 3.25+0.172
TI1-15Lh  1.84+0.23p 1007k 456+11> 0.023+0.001> 1.78+0.09 2.08+0.16°

Amax15 Pc15 Ps15 P15 DR15 KF15
T1-22Lh  1.77+0.212 148+21 527+47 0.034+0.005 2.88+0.1 1.61+0.062>
T1-20Lh  1.03+0.172 112+77 415+25 0.042+0.006 3.09+0.17 1.32+0.052
T1-18Lh 4.89+0.57b 87+3 431+7.4 0.058+0.005 4.2+0.24 2.13+0.08"b
TI1-15Lh  1.79+0.22a 186+26 586+46 0.033+0.002 3.32+0.12 1.54+0.072

Amax20 Pc20 Ps20 ®20 DR20 KF20
T1-22Lh  1.15+0.27 142+6 492+132 0.051+0.004 4.78+0.49 1.26+0.05
T1-18Lh 4.09+0.75 129+16 519+382 0.059+0.009 5.08+0.4 1.8+0.15
TI1-15Lh  1.13+0.23 373+71 943+87b 0.034+0.002 4.92+0.27 1.25+0.06

Amax25 Pc25 Ps25 P25 DR25 KF25
T1-22Lh 0.87+0.35 305+65 731+81 0.04+0.005 5.16+0.13 1.16=0.07
T1-18Lh 1.36+x1.46 186=3 629+9 0.076x0.009 9.61+1.31 1.27+0.14

T1-15Lh  0.65+0.18 241+61 1563+582 0.039+0.004 5.96+0.28 1.11+0.03

Tabla 3a.1: Tasa maxima de asimilaciéon (Amax), punto de compensacion de luz (Pc), punto de saturaciéon de
luz (Ps), rendimiento cudntico aparente (&), respiracién en oscuridad (RO) y coeficiente de eficiencia
fotosintética (KF) para todas las temperaturas medidas en muestras de Lasallia hispanica del primer
transecto. De aqui en adelante, y, a menos que se indique lo contrario, los valores son las medias + ES para
n=4. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las poblaciones de distintas altitudes para
p<0.05 por ANOVA seguido por el test post-hoc Tukey’s HSD y estan marcados en negrita.

Table 3a.1: Maximum assimilation rate (Amax), light compensation point (Pc), light saturation point (Ps),
apparent quantum yield (®), dark respiration (DR) and photosynthetic efficiency quotient (KF) for all the
temperatures measured on Lasallia hispanica samples from the first transect. From now on, and unless
otherwise stated, values are the mean =+ SE for n=4. Different letters indicate significant differences among
populations from different altitudes for p<0.05 by ANOVA followed by Tukey’s HSD post-hoc test and are
marked in bold.

Tcl (°C) Topt (°C) Tcu (°C) Area
T1-22Lh -3.87 12.45 28.77 30.35
T1-18Lh -0.68 13.13 26.93 84.56
T1-15Lh  -4.02 11.94 27.89 29.67
Tabla 3a.2: Temperatura 6ptima para la fotosintesis (Topt), puntos de compensacion de temperatura inferior
y superior (Tci y Tcs respectivamente) y drea bajo la curva (calculada por integracion de la funcién entre 5y
25 °C) para el primer transecto de L. hispanica.
Table 3a.2: Temperature optimum of photosynthesis (Topt), lower and upper temperature compensation
points (Tcl and Tcu respectively) and area under the curve (calculated by integration of the function between
5 and 25°C) for the first transect of L. hispanica.
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Amax5 Pc5 Ps5 @5 DR5 KF5
T2-21Lh  1.92+0.24 48+62 308 =153 0.023+0.001* 0.92+0.062 3.33+0.35
T2-18Lh  2.74+0.13 27+262 227+14a 0.04+0.0022 0.99+0.032 3.8+0.19
T2-15Lh  2.4+0.44 69+64b 416+19b 0.021+0.002> 1.24+0.052» 2.89+0.28
T2-13Lh  1.23+0.34 66+72 308+122b 0.023+0.0022 1.5+0.05° 1.8+£0.24
Amax10 Pc10 Ps10 P10 DR10 KF10
T2-21Lh 2.61+0.34 66=6 356=14 0.033+x0.004 1.73+0.09 2.45+0.132
T2-18Lh 3.71+0.3 50+3 346=15 0.038+0.002 1.74+0.06 3.12+0.14=
T2-15Lh  2.46+0.5 14611 605+24 0.022+0.001 2.39+0.08 1.98+0.182b
T2-13Lh  1.21+0.41 262+76 591+113 0.033+0.005 1.51+0.65 0.78+0.24b
Amax15 Pc15 Ps15 P15 DR15 KF15
T2-21Lh 2.16+0.25 94=+7 417+23 0.035+0.003 2.46+0.032 1.87+.01ab
T2-20Lh 5.01+0.37 93+8 506+32 0.044+0.006 3.17+0.122> 2,56+0.082
T2-18Lh  3.1+0.2 62+3 339+19 0.046+0.003 2.44+0.0732 2.27+0.062
T2-15Lh  2.39+0.55 144=+9 53615 0.039+0.002 3.75+0.16% 1.59+0.11
T2-13Lh  1.73+0.48 346+83 726+80 0.034+0.003 3.98+0.13b 1.44+0.13b
Amax20 Pc20 Ps20 ®20 DR20 KF20
T2-21Lh  1.86+0.31 224+43 615+63 0.044+0.004 4.25+0.29 1.4=0.05
T2-18Lh 3.22+0.33 142+10 544+23 0.049+0.004 5=+0.16 1.65+0.07
T2-15Lh  1.23+0.5 303+42 998+119 0.045+0.004 5.2+0.31 1.23+0.09
T2-13Lh  1.94+0.71 346+50 955+92 0.053+0.005 6.05+0.46 1.29+0.1
Amax25 Pc25 Ps25 P25 DR25 KF25
T2-21Lh 1.26x0.31 171+13 552+28 0.062+0.003 5.4+0.052 1.23+0.06
T2-18Lh 2.05+0.12 105%6 378+19 0.08+0.004 5.12+0.142 1.4+0.03
T2-15Lh  0.93+0.67 1386=x431 913+118 0.06+0.007 8.22+0.34> 1.09+0.07
T2-13Lh  0.58+0.57 368+84 769+102 0.066=0.01 8.82+0.42> 1.07+0.07

Tabla 3a.3: Amax, Pc, Ps, ®, RO y KF para todas las temperaturas medidas en muestras de Lasallia hispanica
del segundo transecto.

Table 3a.3: Amax, Pc, Ps, ®, DR and KF for all the temperatures measured on Lasallia hispanica samples from
the second transect.

Tcl Topt Tcu Area
T2-21Lh -6.52 12.04 30.59 41.86
T2-18Lh -5.4 13.13 31.66 62.52
T2-15Lh  -14.83 6.99 28.82 39.4
T2-13Lh -0.04 14.42 28.88 29.82
Tabla 3a.4: Temperatura 6ptima para la fotosintesis (Topt), puntos de compensacion de temperatura inferior

y superior (Tci y Tcs respectivamente) y area bajo la curva (calculada por integracién de la funcién entre 5y
25 °C) para el segundo transecto de L. hispanica.

Table 3a.4: Temperature optimum of photosynthesis (Topt), lower and upper temperature compensation
points (Tcl and Tcu respectively) and area under the curve (calculated by integration of the function between
5 and 25°C) for the second transect of L. Aispanica.
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Amax5 Pc5 Ps5 ®5 DR5 KF5
T3-21Lh  3.55+0.41 47+4 395+20 0.025+0.003 1.1+0.11 4.21+0.17a
T3-17Lh  2.41+0.13 47+2 321x11 0.026+0.001 1.15+0.06 3.1+0.12°b

Amax10 Pc10  Ps10 ®10 DR10 KF10
T3-21Lh 4.81+0.41 61+2 492+24 0.029+0.004 1.74+0.26 4.09+0.36
T3-17Lh  3.74+0.15 64+2 419+19 0.03+0.002 1.76+0.07 3.15+0.13

Amax15 Pc15 Ps15 @15 DR15 KF15
T3-21Lh 4.69+0.58 87+5 496+21 0.037+0.004 2.87+0.32 2.62=+0.11
T3-19Lh 3.14x0.4 1219 548+20 0.031x0.003 2.94+0.15 2.09+0.13
T3-17Lh  3.74+0.21 1015 497+11 0.038+0.003 3.26+0.23 2.18+0.09

Amax20 Pc20 Ps20 »20 DR20 KF20
T3-21Lh  4.09+0.36 133+2 598+24 0.037+0.004 4.14+0.5 2.12+0.14
T3-17Lh  3.15+0.13 179+14 658 +61 0.039+0.007 4.67+0.3 1.81+0.14

Amax25 Pc25 Ps25 25 DR25 KF25
T3-21Lh 3.86+0.83 170+15 625+49 0.047+0.009 5.57+0.67 1.65+0.10
T3-17Lh 2.57+0.24 229+38 711+69 0.035+0.005 5.02+0.23 1.52+0.06
Tabla 3a.5: Amax, Pc, Ps, ®, RO y KF para todas las temperaturas medidas en muestras de Lasallia hispanica
del tercer transecto.
Table 3a.5: Amax, Pc, Ps, ®, DR and KF for all the temperatures measured on Lasallia hispanica samples from
the third transect.

Tcl Topt Tcu Area
T3-21Lh -4.87 15.52 35.91 90.96
T3-17Lh  -1.65 15.08 31.81 68.58
Tabla 3a.6: Temperatura 6ptima para la fotosintesis (Topt), puntos de compensacién de temperatura inferior
y superior (Tci y Tcs respectivamente) y area bajo la curva (calculada por integracion de la funcién entre 5y
25 °C) para el tercer transecto de L. hispanica.
Table 3a.6: Temperature optimum of photosynthesis (Topt), lower and upper temperature compensation
points (Tcl and Tcu respectively) and area under the curve (calculated by integration of the function between
5 and 25°C) for the third transect of L. hispanica.

Amax5 Pc5 Ps5 ®5 DR5 KF5
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T1-17Lp 4.66+0.74 39+8 295+10 0.051+0.006 1
T1-12Lp 2.04+0.54 84+18 362+39 0.033+0.005 1
T1-9Lp 5.15+0.62 32+3 295+12 0.05%0.006 1

Amax10 Pc10 Ps10 10
T1-17Lp 6.07+0.93 70+12 422+14 0.052+0.004
T1-12Lp 2.99+0.74 140+38 497+73 0.045+0.009
T1-9Lp 6.19+0.4 49+2 386+26 0.052+0.004

.55+0.13  4.34+0.62
.48+0.03 2.32+0.34
.41+0.07 4.61+0.37

DR10 KF10
2.83+0.09 3.22+0.36
2.87+0.1 2+0.23
2.4+0.07 3.63+0.22

Amax15 Pc15 Ps15 P15 DR15 KF15
T1-17Lp 5.56+0.83 68+5 437+26 0.061+0.006 3.92+0.17 2.43+0.21ab
T1-15Lp 2.74+0.42 813+304 730+78 0.039+0.003 4.25+0.24 1.64%0.11a
T1-12Lp 3.28+0.73 175+29 1016184 0.049+0.004 4.88+0.18 1.65+0.142
T1-10Lp 7.44+0.27 54+1 399+19 0.07+0.006 3.53+0.24 3.29+0.18v
T1-9Lp 5.96+0.46 57+4 318+17 0.092+0.01 4.24+0.23 2.39+0.062b

Amax20 Pc20 Ps20 20 DR20 KF20
TI-17Lp 6.43+£1.19 212+63 647176 0.068+0.005 6.67+0.27 2.02+0.19
T1-12Lp 2.97+1.19 114+£11 833+£181 0.072+0.01 7.9+0.5 1.33+£0.13
T1-9Lp 5.81+0.51 89+3 416+24 0.089+0.006 6.42+0.21 1.92+0.1

Amax25 Pc25 Ps25 D25 DR25 KF25
T1-17Lp 3.82+1.01 115+12 451+38 0.11+0.01 9.1+0.37 1.41+0.11
T1-12Lp 1.61+£0.78 200+13 600+21 0.056+0.004 8.18+0.29 1.21+0.1
T1-9Lp 4.64+0.58 134+14 500+37 0.097+0.012 8.42+0.45 1.54+0.06

Tabla 3a.7: Amax Amax, Pc, Ps, ®, RO y KF para todas las temperaturas medidas en muestras de Lasallia

pustulata del primer transecto.

Table 3a.7: Amax, Pc, Ps, @, DR and KF for all the temperatures measured on Lasallia pustulata samples from

the first transect.

Tcl Topt  Tcu Area
TI-17Lp -3.98 14.44 32.86 111.24
T1-12Lp -0.5 14.39 29.28 56.42
T1-9Lp -8.47 13.88 36.22 115.25

Tabla 3a.8: Temperatura 6ptima para la fotosintesis (Topt), puntos de compensacién de temperatura inferior
y superior (Tci y Tcs respectivamente) y area bajo la curva (calculada por integracién de la funcién entre 5y

25 °C) para el primer transecto de L. pustulata.

Table 3a.8: Temperature optimum of photosynthesis (Topt), lower and upper temperature compensation
points (Tcl and Tcu respectively) and area under the curve (calculated by integration of the function between

5 and 25°C) for the first transect of L. pustulata.
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Amax5 Pc5 Ps5 ®5 DR5 KF5
T2-17Lp 0.3x0.18 195+22 583+462 0.022+0.002 2.11+0.02 1.14+0.092b
T2-13Lp 0.02+0.2 196+4 605+0.92 0.017+0.002 1.96+0.07 1x0.112
T2-9Lp 1.28+0.25 64=14 293+32b  0.028+0.003 1.13+0.04 2.14+0.23°b

Amax10 Pc10 Ps10 ®10 DR10 KF10
T2-17Lp 0.55+0.32 167£10 565%20 0.025+0.002» 2.68+0.22 1.28+0.112
T2-13Lp 0.01+0.372 141x12 1227+290 0.018+0.0022 2.79+0.13 0.99+0.132
T2-9Lp 3.23+047> 92+16 425+37 0.043+0.004> 2.89+0.17 2.22+0.21"

Amax15 Pc15 Ps15 @15 DR15 KF15
T2-17Lp 0.85+0.21 204+11 661=%23 0.023+0.002 3.21+0.07 1.27+0.07
T2-15Lp 0.53+0.15 256+18 1091185 0.025+0.003 3.6+0.14 1.16=0.05
T2-13Lp -0.06+0.2 NC 114779 0.019+0.002 3.99+0.15 0.99+0.05
T2-11Lp 0.73+x0.42 163+35 489=+71 0.045+0.006 3.48+0.09 1.2=+0.11

Amax20 Pc20 Ps20 »20 DR20 KF20
T2-17Lp -0.02+0.442 NC 946+392b 0.029+0.004= 5.07+0.34 1.03+0.082
T2-13Lp -0.58+0.252 NC 1818+248 2 0.02+0.003 2 5.7+0.28 0.89+0.042

T2-9Lp 3.66+0.49> 157+23 543+41b 0.074+0.004> 7.19+0.34 1.52+0.07b

Amax25 Pc25 Ps25 P25 DR25 KF25
T2-17Lp -0.66+0.35 NC 1652+23 0.035+0.0022 6.2+0.272 0.91+0.05
T2-13Lp -1.83+0.47 NC 1403+45 0.027+0.0032 7.51+0.42> 0.77+0.07

T2-9Lp 0.84+0.38 359+35 849+44 0.073+0.004> 10.42+0.62b 1.01+0.04

Tabla 3a.9: Amax Amax, Pc, Ps, ®, RO y KF para todas las temperaturas medidas en muestras de Lasallia
pustulata del segundo transecto. (NC, no alcanzé compensacion.)

Table 3a.9: Amax, Pc, Ps, @, DR and KF for all the temperatures measured on Lasallia pustulata samples from
the second transect. (NC, no compensation.)

Tcl Topt Tcu Area
T2-17Lp 2.94 12.07 21.2 8.23
T2-13Lp 5.65 9.82 13.99 0.81
T2-9Lp -3.09 14.67 32.43 111.44

Tabla 3a.10: Temperatura 6ptima para la fotosintesis (Topt), puntos de compensacién de temperatura
inferior y superior (Tci y Tcs respectivamente) y area bajo la curva (calculada por integracion de la funcién
entre 5y 25 °C) para el segundo transecto de L. pustulata.

Table 3a.10: Temperature optimum of photosynthesis (Topt), lower and upper temperature compensation
points (Tcl and Tcu respectively) and area under the curve (calculated by integration of the function between
5 and 25°C) for the second transect of L. pustulata.
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Amax5 Pc5 Ps5 ®5 DR5 KF5

T3-14Lp 4.4+x0.33 30+4 269+23 0.05+0.005 1.38+0.18 4.47+0.46
T3-9Lp 4.3+0.68 32+2 279+22 0.048+0.006 1.41+0.11 4.05+0.51

Amax10 Pc10  Ps10 ®10 DR10 KF10

T3-14Lp 6.89+0.38 47+9 377+39 0.056+0.005 2.27+0.13 4.09+0.22
T3-9Lp 5.87+0.61 57+3 403+28 0.048+0.004 2.53+0.13 3.34+0.24

Amax15 Pc15 Psl15 P15 DR15 KF15

T3-14Lp 5.82+0.522 54+5 326=15 0.073x0.0052 3.55+0.312 2.67x0.07
T3-11Lp 9.46+0.2> 54+4 308+20 0.147+0.013> 6.89+0.63b 2.48+0.14
T3-9Lp 5.08+0.592 75+5 418+27 0.052+0.0032 3.35+0.072 2.54+0.19

Amax20 Pc20 Ps20 ©20 DR20 KF20

T3-14Lp 7.35x0.46 115+x18 499+58 0.067+0.008 5.82+0.24 2.29+0.12
T3-9Lp 6.09+0.6 122+13 548+34 0.058+0.007 5.61+0.29 2.09+0.1

Amax25 Pc25 Ps25 P25 DR25 KF25

T3-14Lp 6.53+1.05 161+21 587+41 0.095+0.01 10.32+0.59 1.65=0.11
T3-9Lp 4.24+0.18 170+8 602+17 0.066+0.006 7.81+0.5 1.56+0.06

Tabla 3a.11: Amax Amax, Pc, Ps, ®, RO y KF para todas las temperaturas medidas en muestras de Lasallia
pustulata del tercer transecto.

Table 3a.11: Amax, Pc, Ps, ®, DR and KF for all the temperatures measured on Lasallia pustulata samples
from the third transect.

Tcl Topt Tcu Area

T3-14Lp -3.01 17.75 38.52 133.47
T3-9Lp -3.22 15.07 33.36 111.44

Tabla 3a.12: Temperatura 6ptima para la fotosintesis (Topt), puntos de compensacién de temperatura
inferior y superior (Tci y Tcs respectivamente) y area bajo la curva (calculada por integracion de la funcién
entre 5y 25 °C) para el tercer transecto de L. pustulata.

Table 3a.12: Temperature optimum of photosynthesis (Topt), lower and upper temperature compensation
points (Tcl and Tcu respectively) and area under the curve (calculated by integration of the function between
5 and 25°C) for the third transect of L. pustulata.
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Fig 3a.2: Comparacion de KF entre poblaciones de L. Aispanica (verde oscuro y verde) y L. pustulata (rojo y
naranja) de altitudes similares para el segundo transecto. El asterisco indica diferencias significativas entre
T2-18Lh y T2-17Lp, por t-test para p<0.05.
Fig 3a.2: Comparison of KF between populations of L. Aispanica (deep green and green) and L. pustulata (red
and orange) from similar altitudes for the second transect. The star indicates significant differences between
T2-18Lh and T2-17Lp, by t-test with p<0.05.
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Fig 3a.3: Comparacién de
Amax entre poblaciones de
L. hispanica (verde oscuro y
verde) y L. pustulata (rojo y
naranja) de altitudes
similares para el primer
transecto.

Fig 3a.3: Comparison of
Amax between populations
of L. hispanica (deep green
and green) and L. pustulata
(red and orange) from
similar altitudes for the first
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Fig 3a.4: Comparacién de Amax entre poblaciones de L. Aispanica (verde oscuro y verde) y L. pustulata (rojo
y naranja) de altitudes similares para el segundo transecto. El asterisco indica diferencias significativas entre
T2-18Lh y T2-17Lp, por t-test para p<0.05.
Fig 3a.4: Comparison of Amax between populations of L. Aispanica (deep green and green) and L. pustulata
(red and orange) from similar altitudes for the second transect. The star indicates significant differences
between T2-18Lh and T2-17Lp, by t-test with p<0.05.
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Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT

Alt 0,08 0,18 0,59 0,10 0,02 00! 038 003 098 Al

Epi 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00 Epi
UppCor -0,1 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,45 0,01 0,00 0,00 UppCor
Algal -0,1 0,18 0,29 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00 000 000 Algal

Medulla 0,03 0,78 021 033
LowCor -0,1 0,24 0,33 03 o111

0,05 0,00 0,46 0,32 0,00 0,00 Medulla

0,22 0,00 000 0,00 LowCor

TotThick -0,1 0,58 0,68 0,63 0,56 0,00 0,00 TotThick
E/TT -0,2 0,88 0,04 -0,08 -0,04 -0,07 0,19 E/TT
A/TT 0,05 -0,22 -0,15 0,74 -0,06 -0,2 -0,02 A/TT
UL/TT -0,1 0,59 06 -0,16 -0,19 -0,18 0,18 UL/TT
LC/TT 0 -0,25 -0,24 -0,23 -0,41 0,65 -0,06 LC/TT

Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT

Fig. 3a.5: Matriz de correlacién para las medidas anatémicas de talos de Lasallia hispanica. Bajo la diagonal
principal, coeficientes de correlacién de Pearson. Los valores en afil y cursiva indican correlaciones
significativas y positivas. Los valores en rojo indican correlaciones significativas y negativas. Sobre la
diagonal principal, valor de significancia de la correlacion. Significancias menores de 0’05 aparecen en
morado y en cursiva. Valores en pm. Alt: Altitud; Epi: capa epinecral; UppCor: cértex superior; Algal: capa
algal; Medulla: capa medular; LowCor: Cértex inferior. TotThick: grosor total del talo; E/TT: cociente capa
epinecral/ grosor total; A/TT: cociente capa algal/grosor total; UL/TT: cociente capas superiores (cortex
superior + epinecral)/grosor total; LC/TT: cociente cértex inferior/grosor total. (n=322.)

Fig. 3a.5: Correlation matrix for the anatomical measurements of thalli of Lasallia hispanica. Below the main
diagonal, Pearson’s product-moment correlation coefficients. Values marked by italics and indigo indicate
positive significant correlations. Values in red indicate negative significant correlations. Above the main
diagonal, significance of the correlation. Significances under 0.05 are marked by italics and purple colour.
Values in pm. Alt: Altitude; Epi: epinecral layer; UppCor: upper cortex; Algal: algal layer; Medulla: medullary
layer; LowCor: lower cortex. TotThick: total thallus thickness; E/TT: epinecral layer to total thickness ratio;
A/TT: algal layer to total thickness ratio; UL/TT: upper layers (i.e. upper cortex + epinecral) to total
thickness ratio; LC/TT: lower cortex to total thickness ratio. (n=322.)

Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT

Alt 0,22 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,42 0,00 0,37 0,00 Al

Epi 0,12 0,00 0,02 0,02 0,18 0,00 0,00 0,08 000 000 Epi
UppCor 0,47 0,35 0,00 0,00 0,11 0,00 0,34 0,39 0,00 0,00 UppCor
Algal 0,56 023 0,37 0,00 0,39 0,00 0,94 000 0,71 0,00 Algal
Medulla 0,34 024 0,34 0,5 0,23 0,00 0,60 0,77 0,11 0,00 Medulla
LowCor 0,19 0,14 0,16 0,09 0,12 0,00 0,71 0,01 0,10 0,00 LowCor
TotThick 0,57 06 0,69 0,64 0,74 0,49 0,01 091 0,01 0,00 TotThick
E/TT -0,08 092 0,1 -0,01 -0,05 -0,04 0,26 0,04 0,00 0,0] E/TT
A/TT 0,36 -0,18 -0,09 0,75 0,03 -0,27 0,01 -0,21 0,01 0,01 A/TT
UL/TT 0,09 0,68 0,63 -0,04 -0,16  -0,16 027 0,69 -0,26 0,00 UL/TT
LC/TT -0,29 -04 -0,46 -0,49 -0,58 0,57 -0,42 -0,28 -0,28 -0,41 LC/TT

Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT
Fig. 3a.6: Matriz de correlacion para las medidas anatémicas de los talos del primer transecto de Lasallia
hispanica. Colores y abreviaturas como en la Fig. 3a.5 (n=100).
Fig. 3a.6: Correlation matrix for the anatomical measurements of thalli of the first transect of Lasallia
hispanica. Colours and abbreviations have the same meaning than in Fig. 3a.5 (n=100).

210



Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT
Alt 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,01 002 0,05 0,89 Alt
Epi -0,41 0,00 0,03 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,14 Epi
UppCor -0,31 0,34 0,03 0,05 0,00 0,00 0,61 000 0,00 0,13 UppCor
Algal -0,16 0,718 0,18 0,00 0,00 0,00 0,23 0,00 0,00 0,07 Algal
Medulla -0,31 0,08 0,16 0,45 0,01 0,00 0,06 0,50 0,00 0,00 Medulla
LowCor -0,34 0,33 0,38 0,35 0,23 0,00 0,94 000 004 0,00 LowCor
TotThick -0,47 0,59 0,65 0,63 0,55 0,78 0,02 0,54 0,20 0,19 TotThick
E/TT -0,22 0,86 0,04 -0,1 -0,16  -0,01 0,19 0,00 0,00 0,00 E/TT
A/TT 0,79 -0,25 -0,28 0,71 0,06 -0,23 -0,05 -0,26 0,00 0,00 A/TT
UL/TT -0,16 0,56 0,58 -0,29 -0,32 -0,17 0,11 064 -04 0,00 UL/TT
LC/TT -0,01 -0,12 -0,12 -0,15 -0,24 0,68 0,11 -0,24 -0,3 -0,4 LC/TT
Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT
Fig. 3a.7: Matriz de correlacién para las medidas anatémicas de los talos del segundo transecto de Lasallia

hispanica. Colores y abreviaturas como en la Fig. 3a.5 (n=147).
Fig. 3a.7: Correlation matrix for the anatomical measurements of thalli of the second transect of Lasallia
hispanica. Colours and abbreviations have the same meaning than in Fig. 3a.5 (n=147).

Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT
Alt 0,02 0,43 0,00 0,00 0,00 0,62 000 0,63 0,45 Alt
Epi 0,33 0,06 0,14 0,06 0,00 0,00 0,19 0,00 0,07 Epi
UppCor 0,28 0,22 0,00 0,00 0,00 0,50 005 000 0,04 UppCor
Algal 0,09 0,22 0,00 0,06 0,00 0,90 000 0,99 0,01 Algal
Medulla 0,52 0,17 0,33 034 0,31 0,00 0,48 0,31 0,27 0,00 Medulla
LowCor 0,49 0,22 0,36 0,22 0,12 0,00 0,24 0,00 0,09 0,00 LowCor
TotThick 0,58 0,48 0,73 0,58 0,58 0,74 0,62 0,05 0,16 0,87 TotThick
E/TT 0,06 089 -0,08 -0,01 -0,08 -0,14 0,06 0,77 0,00 001 E/TT
A/TT -0,44 -0,15 -0,23 0,64 -0,12 -0,43 -0,23 -0,03 0,19 A/TT
UL/TT -0,06 0,5 0,61 0 -0,13 -0,2 0,16 0,53 -0,15 UL/TT
LC/TT 0,09 -0,21 -0,23 -0,3 -0,43 0,68 0,02 -0,3 -0,41 -0,48 LC/TT
Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT
Fig. 3a.8: Matriz de correlacion para las medidas anatémicas de los talos del tercer transecto de Lasallia

hispanica. Colores y abreviaturas como en la Fig. 3a.5 (n=75).
Fig. 3a.8: Correlation matrix for the anatomical measurements of thalli of the third transect of Lasallia
hispanica. Colours and abbreviations have the same meaning than in Fig. 3a.5 (n=75).

Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT
Alt 0,00 0,00 0,92 0,04 0,47 0,02 000 033 001 Alt
Epi 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00 Epi
UppCor -0,17 0,76 0,01 0,00 0,00 0,00 0,63 0,00 0,00 0,00 UppCor
Algal 0,26 0,30 0,14 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,88 0,00 Algal
Medulla -0,01 0,18 0,44 024 0,00 0,00 0,97 000 0,86 0,00 Medulla
LowCor -0,11 027 0,36 0,12 0,22 0,00 0,55 0,00 0,05 0,00 LowCor
TotThick -0,04 0,57 0,68 0,43 0,66 0,77 0,00 0,00 0,00 0,65 TotThick
E/TT 0,13 093 -0,03 0,16 0,00 0,03 0,24 0,13 0,00 0,00 E/TT
A/TT 028 -0,17 -035 064 -0,26 -0,52 -0,37 -0,08 0,00 0,00 A/TT
UL/TT -0,05 0,57 0,59 0,01 -0,01 -0,11 0,23 0,59 -0,17 0,00 UL/TT
LC/TT -0,14 -0,21 -0,22 -0,36 -0,46 0,60 -0,03 -0,25 -0,39 -0,44 LC/TT
Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT
Fig. 3a.9: Matriz de correlacion para las medidas anatémicas de los talos de Lasallia pustulata. Values in um.

Colores y abreviaturas como en la Fig. 3a.5 (n=327).
Fig. 3a.9: Correlation matrix for the anatomical measurements of thalli of Lasallia pustulata. Values in pm.
Colours and abbreviations have the same meaning than in Fig. 3a.5 (n=327).
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Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT

Alt 0,19 0,41 0,00 0,04 0,01 0,02 0,76 0,00 0,73 0,12 Alt

Epi -0,13 0,00 0,29 0,01 0,30 0,00 0,00 001 000 000 Epi
UppCor -0,08 0,43 0,00 0,00 0,07 0,00 0,01 0,07 000 000 UppCor
Algal 0,31 0,11 0,33 0,02 0,17 0,00 0,58 0,00 0,17 0,00 Algal
Medulla -0,21 0,24 0,42 023 0,65 0,00 0,35 0,03 033 0,00 Medulla
LowCor -0,28 0,10 0,18 -0,14 0,05 0,00 0,46 0,00 0,01 0,00 LowCor
TotThick -0,23 0,57 0,69 0,33 0,61 0,65 0,00 0,00 0,00 0,26 TotThick
E/TT -0,03 095 0,25 0,06 0,09 -0,07 0,34 0,08 000 000 E/TT
A/TT 0,43 -0,27 -0,18 0,72 -0,22 -0,58 -0,39 -0,17 0,40 0,00 A/TT
UL/TT 0,04 0,79 0,64 0,14 0,10 -0,24 0,30 0,81 -0,09 0,00 UL/TT
LC/TT -0,16 -0,37 -0,41 -0,50 -0,54 0,67 -0,11 -0,40 -0,41 -0,58 LC/TT

Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT
Fig. 3a.10: Matriz de correlacion para las medidas anatémicas de los talos del primer transecto de Lasallia
pustulata. Colores y abreviaturas como en la Fig. 3a.5 (n=101).
Fig. 3a.10: Correlation matrix for the anatomical measurements of thalli of the first transect of Lasallia
pustulata. Colours and abbreviations have the same meaning than in Fig. 3a.5 (n=101).

Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT

Alt 0,76 0,00 0,09 0,33 0,09 0,38 0,35 000 0,09 0,11 Alt

Epi 0,03 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,46 0,00 0,05 Epi
UppCor -0,27 0,35 0,01 0,02 0,01 0,00 0,05 0,06 0,00 0,00 UppCor
Algal 0,15 0,44 0,24 0,00 0,08 0,00 0,00 000 0,20 0,00 Algal
Medulla 0,09 0,22 0,2 0,26 0,72 0,00 0,18 0,79 0,89 0,00 Medulla
LowCor -0,15 0,44 0,23 0,15 -0,03 0,00 00! 000 0,65 0,00 LowCor
TotThick -0,08 0,75 057 0,57 0,44 0,75 0,00 0,24 0,00 0,93 TotThick
E/TT 0,08 0,94 0,18 0,31 0,12 0,23 0,52 0,67 0,00 001 E/TT
A/TT 0,28 -0,07 -0,17 0,74 -0,02 -0,39 -0,11 -0,04 0,14 0,00 A/TT
UL/TT -0,15 0,6 0,73 0,12 -0,01 -0,04 0,33 0,63 -0,13 0,00 UL/TT
LC/TT -0,15 -0,18 -0,27 -0,4 -0,54 0,64 -0,01 -0,24 -0,49 -0,42 LC/TT

Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT
Fig. 3a.11: Matriz de correlacidén para las medidas anatémicas de los talos del segundo transecto de Lasallia
pustulata. Colores y abreviaturas como en la Fig. 3a.5 (n=125).
Fig. 3a.11: Correlation matrix for the anatomical measurements of thalli of the second transect of Lasallia
pustulata. Colours and abbreviations have the same meaning than in Fig. 3a.5 (n=125).

Alt Epi UppCor Algal Medulla LowCor TotThick E/TT A/TT UL/TT LC/TT

Alt 0,05 0,00 0,91 0,37 0,22 0,00 0,11 0,96 0,68 Alt

Epi 0,53 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 007 0,16 Epi
UppCor -0,19 0,08 0,74 0,00 0,00 0,00 0,17 000 000 0,65 UppCor
Algal 04 039 -0,03 0,03 0,01 0,00 0,04 000 002 0,14 Algal

Medulla 0,01 033 0,44 022 0,00
LowCor 0,09 033 0,49 024 0,41