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Resumen

La fragmentacion del habitat es una de las principales causas de la pérdida de
biodiversidad actual. Identificar el efecto de esta perturbacién en las redes de interaccion
entre organismos puede ayudar a conocer con antelacion el grado de amenaza que sufren
las especies en los ecosistemas. En este trabajo se estudian las redes de interaccion hongo-
alga que ocurren en simbiosis liquenicas en un bosque mediterraneo fragmentado y
ubicado en una matriz agricola cerealista. Usando secuenciacion de nueva generacion y
metabarcoding de la region ITS2 se han identificado los fotobiontes que interactian con
los micobiontes en liquenes epifitos sobre Quercus rotundifolia. Las redes de interaccion
estudiadas en un gradiente de 10 fragmentos de tamafio creciente (de 0.002 ha a 250 ha)
mostraban un patrén de baja conectancia, anti anidamiento, alta modularidad y alta
especificidad. Ademas, estas propiedades seguian tendencias significativas a lo largo del
gradiente. A medida que el area del fragmento se hace méas pequefia, la modularidad, el
namero de fotobiontes y micobiontes, el indice de Shannon, y la especificidad
disminuyen. Por el contrario, anidamiento, conectancia y solapamiento de nicho
aumentan cuanto mas pequefio es el fragmento. Rasgos funcionales como el biotipo y el
tipo de reproduccién son responsables de diferencias significativas en cuanto al grado
medio y a la especializacion en las especies encontradas en el estudio. El anélisis del
particionamiento del recambio de interacciones entre parcelas (beta diversidad) reveld
que la diferencia principal entre fragmentos en cuanto a interacciones se debe a aquellas
gue no ocurren pese a la presencia de las especies, mas que a la falta de la interaccion por
la ausencia de alguna de ellas. Estos resultados abren una nueva linea en el campo del
estudio de la simbiosis liquénica y su coevolucidn, asi como de los efectos del cambio

global sobre los liquenes.
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Introduccion

El cambio global, el conjunto de cambios y transformaciones de los ecosistemas
del planeta de origen antrépico, representa la mayor amenaza presente y futura de la
biodiversidad (Sala et al. 2000). Entre las transformaciones méas notables destacan los
cambios en el uso del suelo y pérdida de habitat (Brook et al. 2008; Cox et al. 2000;
Tilman et al. 2001; Vitousek et al. 1997b), siendo los factores con mayor impacto en la
biodiversidad en zonas mediterraneas (Fahrig 2003; Sala et al. 2000). Estos cambios
conllevan normalmente la fragmentacién del habitat, que se puede definir como un
proceso de origen antrdpico cuya escala se establece a nivel de paisaje, de manera que un
habitat natural homogéneo se transforma en fragmentos mas pequefios embebidos en una
matriz distinta a la original (Wilcove et al. 1986).

La fragmentacion del hébitat puede conducir a la extincion de los organismos que
viven en él, derivada de la alteracion de las condiciones abidticas, lo que lleva a una
disminucion progresiva de las poblaciones hasta llegar a una extincién regional o total de
la especie (Santos and Telleria 2006). Sin embargo, la pérdida de especies no es inmediata
tras la perturbacion, sino que existe un lapso de tiempo en el que las especies resisten el
estrés derivado del cambio de condiciones, aunque mas tarde empiezan a desaparecer.
Este periodo de tiempo es denominado “deuda de extincion” (Kuussaari et al. 2009).

Las especies no viven aisladas en los ecosistemas sino que interactlan entre si a
través de interacciones ecoldgicas de diversa indole, desde positivas como el mutualismo
hasta antagonista como la depredacion (Mougi and Kondoh 2012). Estas interacciones
son representadas a menudo a modo de una compleja red en que los nodos son las especies
y las aristas son las conexiones entre si (Bascompte 2007). La desaparicion de un nodo
de la red puede acarrear la disminucion en el nimero de individuos de una especie

conectada a ella y de las funciones que realizaba, o directamente a su desaparicion,
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dependiendo del grado de especializacion de la interaccion, y esa extincion puede generar
un efecto en cadena que derive en una desestabilizacion total en el funcionamiento del
ecosistema (Memmott et al. 2004; Pocock et al. 2012), llegando a un punto de no retorno
(Scheffer et al. 2012; Tylianakis et al. 2010). Conocer la arquitectura de la red de
interacciones ecologicas y su respuesta a cambios abidticos puede permitir conocer con
antelacion los efectos de la pérdida de especies y poder actuar para prevenir extinciones
en cascada (Memmott et al. 2004; Scheffer et al. 2009).

El estudio del efecto de la pérdida del habitat y la fragmentacion en la pérdida de
interacciones ecologicas ha quedado, a menudo, relegado en la literatura, aungue esta
tendencia esta cambiando en los Gltimos afios (Aizen et al. 2012; Grass et al. 2018;
Valiente-Banuet et al. 2015). Estos estudios recientes han demostrado que la pérdida de
interacciones en paisajes fragmentados se produce de manera no aleatoria, con una
desaparicion gradual de las especies méas especialistas a medida que el habitat se reduce
(Aizen et al. 2012) si no son capaces de cambiar sus conexiones a otras especies mas
generalistas (Grass et al. 2018).

Los liquenes son asociaciones simbidticas entre un hongo (micobionte) y un alga
y/o una cianobacteria (fotobionte) (Grube and Hawksworth 2007) que muestran una gran
sensibilidad a las condiciones abidticas del medio en el que viven (McCune 2000;
Nascimbene and Marini 2015). Han sido tradicionalmente utilizados como organismos
bioindicadores de la continuidad ecolégica de los ecosistemas y del grado de impacto de
las perturbaciones de origen antrépico (Conti and Cecchetti 2001; Matos et al. 2017,
McCune 2000; Szczepaniak and Biziuk 2003; Whittet and Ellis 2013).

A pesar de que los liquenes aparecen en la literatura como paradigma del
mutualismo (Douglas 2010), la naturaleza de esta relacion adn ofrece numerosas

interrogaciones (Lucking et al. 2009). Se ha sugerido que esta relacién simbionte puede
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llegar a ser asimétrica, debido a que el micobionte depende totalmente del fotobionte
(Wedin et al. 2004), mientras que el fotobionte puede tener vida libre (Lutzoni and
Miadlikowska 2009). Otros estudios hablan de una interaccion simétrica en la que ambos
simbiontes comparten un esfuerzo de interaccion parecido (Chagnon et al. 2018). La
mayoria de estudios que se han realizado sobre la interaccion hongo-alga en simbiosis
liguénicas se han centrado en estudiar la variabilidad de fotobiontes compatibles para una
especie a lo largo de su rango de distribucion (p.ej. (Blaha et al. 2006; Guzow-Krzeminska
2006; Muggia et al. 2014)), en cierto numero de especies dentro de un género 0 una
familia (Chagnon et al. 2018; Leavitt et al. 2015; Lindgren et al. 2014), y rara vez se han
estudiado a nivel de comunidad (Beck 1999; Beck et al. 1998; Pérez-Ortega et al. 2012),
probablemente por los retos que conlleva identificar a nivel de especie todos los
individuos de una comunidad.

En este trabajo planteamos el estudio del efecto de la fragmentacion de una masa
forestal mediterranea ,debido a su transformacion a uso agricola, en las interacciones
hongo-alga. A diferencia de otros estudios anteriores (Aragon et al. 2015; Concostrina-
Zubiri et al. 2018; Matos et al. 2017) en que se utilizan las comunidades de hongos
liguenizados como indicadores de la fragmentacion del habitat, aqui se plantea el estudio
conjunto de los micobiontes y fotobiontes, asi como de sus interacciones en un gradiente
de fragmentos de distintos tamafio. El objetivo general es conocer cdmo cambia la
arquitectura de las redes de interaccion a lo largo de dicho gradiente, ademas de su uso
potencial para detectar cambios en las comunidades liquénicas presentes en paisajes
fragmentados previas a la desaparicion de las especies. Asi, nuestra hipétesis de partida
es que detectaremos diferencias mas acusadas en la estructura de las redes de interaccién
hongo-alga entre fragmentos de diferentes tamafios, que en el nimero de especies de

ambos simbiontes en el mismo gradiente.
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Utilizando secuenciacion de nueva generacion se identificaran los fotobiontes
utilizados por las distintas especies de hongos liquenizados epifitos, en un gradiente de
tamafo de fragmentos de bosque mediterrdneo de Quercus rotundifolia inmerso en una
matriz agricola cerealista. Las redes de interacciones hongo-alga generadas nos serviran
para arrojar luz sobre los efectos de la fragmentacion en las interacciones hongo-alga en
una simbiosis altamente sensible a los cambios ambientales. Nuestro objetivo es contestar
a las siguientes preguntas: 1. ; Como afecta la fragmentacion a la arquitectura de las redes
de interaccion hongo-alga?; 2. ;Coémo se produce el recambio de interacciones a lo largo
del gradiente y cual es su causa ?; 3. ; Como afectan los rasgos funcionales como el biotipo

o0 el modo de reproduccion en la especializacion de las especies de micobionte?

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se realiz6 en un area de bosque fragmentado perteneciente a los
términos municipales de Torrecilla del Monte, Villamayor de los Montes y Tordable,
provincia de Burgos, comunidad auténoma de Castilla y ledn (42°5'N, 3°45'W; 946.8 m
a.s.l.) (Fig. 1). La especie predominante en los fragmentos estudiados es Quercus
rotundifolia, aunque en la zona también existen fragmentos con predominio de Quercus
pyrenaica y Quercus faginea. Estas especies, y Juniperus oxycedrus, pueden aparecer de
manera puntual en las zonas de estudio. Desde el punto de vista bioclimatolégico, la zona
pertenece al piso supramediterraneo de la region mediterrdnea con inviernos frios y un
tipo de ombroclima seco (Rivas-Martinez 1983). La temperatura media es de
aproximadamente 11 °C (Rivas-Martinez 1980). El sustrato es fundamentalmente basico

en el que predominan las calizas (Valladares et al. 2014).
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La matriz que rodea los fragmentos de bosque es de caracter agricola, siendo el

cereal (trigo, cebada) el cultivo mas comun (Valladares et al. 2014).

Fig 1. Mapa que detalla la localizacion geografica de la zona de estudio.

Recogida de datos y disefio experimental

La eleccidn de las parcelas dentro del area de estudio se realizo de acuerdo a la
siguiente metodologia. Se descargaron fotografias ortorectificadas del Centro Nacional
de Informacién  Geografica  (http://centrodedescargas.cnig.es/CentroDescargas/-
index.jsp) correspondientes al afio 2017, y mediante el software de Google Earth Pro
(disponible en: https://www.google.com/earth/download/gep/agree.html) se identificaron
todos los fragmentos forestales presentes en la zona, eliminando aquellos que pertenecian
a plantaciones o que mostraban claros efectos de actividad antrdpica intensa (aclarado).
Para cada fragmento se midio el perimetro y area. Los fragmentos con geometrias
altamente irregulares, los cuales poseian una relacién area/perimetro muy baja, fueron
descartados en una primera fase. El resto fueron visitados durante el otofio de 2017 para

comprobar la homogeneidad de la composicion arbérea de las parcelas. El estudio se
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centrd en fragmentos con una abundancia de encina superior al ¢. 75 % respecto a otras
especies arbdreas. Finalmente se seleccionaron un total de 10 parcelas en un gradiente de

tamanfos que varia entre las 0.002 ha y las 250 ha. Los datos relativos a cada fragmento

se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1. Mediciones realizadas para cada fragmento. Las coordenadas, aproximadamente

del centro geografico de cada parcela, corresponden al lugar donde se realizaron los inventarios.

Fragmento Area (ha) Altitud (m) Perimetro(m) Coordenadas

i 42°05°30.04 N
Arbol 0.002 933 5
3°43'57.50 W
42°5'45.60 N
31 0.1 924 132.34
30444521 W
42°4'13.8 N
601 0.3 923 247.17
3°43'16.6 W
42°5'52.87 N
28 1.02 923 428.56
3°44'45.95 W
42°4'19.18 N
502 4.23 948 1098.09
3°42'38.48 W
42°4'41.38 N
505 1221 926 2,128.19
3°43'38.61 W
42°5' 751N
o4 16.13 925 2,146.47
3°44'36.54 W
42°4'29.6 N
500 35.85 944 4,034.44
3042'54.72 W
42°4'54.65N
159 48.01 929 5,000.98
3°43'30.037 W
42°6'55.49 N
200 250 1093 10,386.14
3°33'45.67 W
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En cada fragmento se muestrearon las comunidades de liquenes epifitas lo mas
cercano al centro geografico de los mismos, estudiando un total de 10 individuos del
fordfito, el cual debia tener un minimo de 12 cm de didmetro. Este muestreo se llevo a
cabo de acuerdo a los métodos descritos por (Asta et al. 2002). Brevemente, el método se
basa en la utilizacion de una gradilla de 50 x 10 cm, dividida en 5 cuadrados de 10 x 10
cm. Dicha gradilla se dispone a lo largo del eje principal del arbol entre una altura de 1.3
y 1.8 m en las orientaciones norte y sur. En cada orientacion se anota el nimero de
especies presentes y el numero de cuadrados de 10 x 10 m en los que esta presente la
especie.

Una vez realizado el inventario, se tratd de recolectar un total 10 individuos de
todas las especies identificadas para el fragmento. Esta blusqueda se prolongé hasta un
méaximo de 4 horas por parcela. En general, se completo el total de individuos para un
98.2 % de los casos. Las muestras fueron secadas a temperatura ambiente y almacenadas

hasta su posterior procesado.

Extraccion de ADN, amplificacion y preparacion de librerias para metabarcoding

Las muestras recolectadas fueron examinadas bajo la lupa binocular,
seleccionando un area de ¢. 4 mm? con la ayuda de una cuchilla y una aguja estériles. Se
seleccionaron areas de los talos sin sintomas visibles de necrosis, colonizacidn de hongos
liguenicolas o biofilms de organismos fotosintéticos. Siempre que fue posible se elimind
el cortex del talo previamente a la extraccion de la capa algal. Los diez individuos de cada
combinacion especiexfragmento fueron depositados en un tubo de 1.5 ml estéril. La
extraccion de ADN se realizé utilizando el E.Z.N.A.® Forensic DNA Kit (Omega Bio-
Tek, Norcross, Georgia) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se amplifico la

segunda parte del espaciador transcribible interno (ITS2) del fotobionte del operon del
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rARN, region que se utiliza habitualmente como barcode universal en numerosos grupos
de eucariotas (Coleman 2009). Los cebadores utilizados para amplificar esta regién
fueron la pareja FDGITS2-f y FDGITS2-r (Dal Grande et al. 2018) unidos a los
adaptadores de Illumina CS1 y CS2 (disponibles en: https://rtsf.natsci.msu.edu/-
genomics/sequencing-services/sample-requirements-for-illumina-sequencing/). Las
reacciones de PCR de 25ul contenian 0.625U PrimeSTAR GXL DNA Polymerase
(Takara Biolnc, Japan), 5ul de Buffer, 2ul de dNTP Mixture (2.5 mM),3 ul de ADN, 0.5
pl de cada primer a 10 mM y 13.5 ul de agua. Las reacciones de PCR fueron realizadas
con las siguientes condiciones: una temperatura inicial de desnaturalizacion de 94°C
durante 1 min seguido de 30 ciclos de 95°C durante 15 seg, 52°C durante 15 seg y 72 °C
durante 30 seg, para acabar con una elongacion de 72°C durante 1 min.

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa tefiidos con SYBR
safe™ (Invitrogen, California, Estados Unidos) y cuantificados mediante Qubit®
Fluorometer (Life Technologies, Darmstadt, Alemania). Finalmente, los amplicones
fueron normalizados y enviados a secuenciar mediante secuenciacion paired-end (2x300
bp) en un secuenciador MiSeq de Illumina en el servicio de gendmica de la Universidad

de Michigan (USA).

Confirmacion de la identidad de los micobiontes mediante analisis comparativo de

la region ITS (barcoding)

Dado que la identidad de algunas especies encontradas en la zona de estudio
planteaba problemas de identificacidn, particularmente aquellas que presentaban talos
estériles, aunque también algunas muestras fértiles con afinidades ambiguas con taxones
conocidos, se propuso el uso de laregion ITS del micobionte como barcoding para ayudar

en la identificacion de algunas muestras y, ademas, confirmar la identificacién preliminar
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realizada en campo para el resto. Para ello, después de seleccionar pequefias secciones
del talo (c. 4 mm?) que no mostrasen signos claros de necrosis u hongos liquenicolas, se
utilizo el método de extraccion mediante el uso de la resina de intercambio ionico Chelex
100 (BioRad, Madrid) segun Ferencova et al. (2017). La reaccién de PCR se llevo a cabo
utilizando los cebadores ITS1f-Kyo2 y el ITS4-Kyo2 (Toju et al. 2012). Las reacciones
de PCR incluian: 6.5 pl de MyTaq Red Mix (BioLine, Reino Unido), 2 pl de ADN
(diluido en 1:10), 0.5 pl (10uM) de cada primer y 5.5 pl de agua y fueron realizadas con
las siguientes condiciones: una temperatura inicial de desnaturalizacion de 94°C durante
5 min seguido de 35 ciclos de 94°C durante 30 seg, 57°C durante 30 seg y 72 °C durante
1 min, para acabar con una elongacién de 72°C durante 7 min. Los amplicones fueron
secuenciados en Macrogen (Madrid, Espafa) utilizando los mismos primers que en la
reaccion de secuenciacion. El programa Geneious v 11.0.5 (http://www.geneious.com)
(Kearse et al. 2012) se utilizo para inspeccionar la calidad de las secuencias obtenidas y
realizar los contigs correspondientes. La asignacion o aproximacion taxonomica se llevd
a cabo comparando nuestras secuencias obtenidas con las disponibles en la base de datos
del Gen Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) mediante el algoritmo BLAST

(Altschul et al. 1997).

Tratamiento bioinformatico

Los datos obtenidos del analisis mediante MiSeq de la librerias de amplicones se
trataron con el paquete “DADA2” (https://benjjneb.github.io/dada2/index.html) del
programa R (v 3.4.3 https://cran.r-project.org/bin/windows/base/old/3.4.3/) que
implementa todas las funciones necesarias para trabajar con estudios de metabarcoding:
eliminacién de primers, union de las lecturas paired-end, alineamiento de las secuencias,

derreplicacion e identificacion de quimeras. Este paquete incluye algoritmos que


http://www.geneious.com/
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producen un modelo de errores ad hoc que tiene en cuenta la calidad de las secuencias,
las abundancias cuantitativas y parametriza una tasa de error basandose en el propio
conjunto de datos (Callahan et al. 2016).

DADAZ2 basa su filosofia en la creacion de variantes génicas o ASV (Amplicon
Sequence Variance) (Callahan et al. 2017), eliminando la fase final de creacion de OTU’s
(Operational Taxonomic Units) mediante medidas de similitud y otros métodos, habitual
en estudios de metabarcoding hasta hace poco. Este método permite trabajar a una mayor
resolucion, a nivel de haplotipo, es decir, distinguiendo secuencias que difieren en un
unico nucleotido. En el caso de los fotobiontes liquénicos, la mayor parte de los estudios
han trabajado a nivel de OTU (Dal Grande et al. 2018; Leavitt et al. 2015), sin embargo
se desconocen los limites reales entre especies de fotobiontes y los resultados obtenidos
por varios trabajos recientes apuntan a que cepas aisladas de la misma especie que difieren
en una o pocas bases, se comportan de manera muy distinta desde el punto de vista
ecofisioldgico (Sadowsky et al. 2016). Por esta razén, se ha elegido trabajar a nivel de
ASV (o haplotipo) en este trabajo.

A pesar de las precauciones tomadas, no se puede descartar la presencia de
contaminaciones, ya que en la superficie de los liquenes se asientan comunidades de
algas, e incluso alguna de ellas pueden vivir de manera ocasional de forma parasimbionte
dentro del talo, aunque que no tengan ningln papel determinante en la simbiosis. Para
evitar este problema y el posible ruido afiadido a analisis posteriores, se realiz6 un filtrado
doble de los resultados obtenidos. Por un lado, nos basamos en literatura previa sobre
fotobiontes presentes en las especies encontradas en este estudio o en especies del mismo
género (Blaha et al. 2006; Muggia et al. 2014; Tschermak-Woess 1988; Wornik and

Grube 2010). Por otro lado, se establecié un limite de lecturas (100) por debajo del cual

10
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se consideraba que el ASV no pertenecia a la simbiosis liquénica y era probable un origen
externo.

Finalmente, se construyd una matriz de datos para cada fragmento en la que las
filas representan a la especie de micobionte, las columnas a los ASV del fotobionte y las

celdas contienen el nimero de lecturas de cada ASV en esa especie de liquen.

Arquitectura de redes de interaccion

La interaccion entre micobionte y fotobionte fue determinada como la presencia
de un determinado ASV asociado a un micobionte en una determinada parcela. La fuerza
de la interaccion fue estimada como el nimero de lecturas rarefaccionadas obtenidos para
cada ASV en cada combinacion especiexparcela.

Asi, para cada fragmento se generd una matriz de interacciones entre mico- y
fotobionte que se utilizé como punto de partida para el analisis de la estructura de la red.
Las interacciones se visualizaron utilizando la funcién plotweb del paquete bipartite
(Dormann et al. 2008; Dormann et al. 2009). Para cada red se calcularon las siguientes
parametros: 1) conectividad (C), o porcentaje del total de links posibles presentes en
nuestra red, dandonos una idea de la densidad de interacciones en nuestras redes
(Dormann et al. 2009). 2) Anidamiento, calculado a través del estimador WNODF
(Weighted Nestedness metric based on Overlap and Decreasing Fill) (Almeida-Neto and
Ulrich 2011). Este indice es una version cuantitativa del anteriormente propuesto por
Almeida-Neto et al. (2008) (NODF) que permite conocer el grado de anidamiento
(Guimarées and Guimaraes 2006) que muestra una red teniendo en cuenta la fuerza de
interaccidn entre los organismos. El anidamiento es una propiedad altamente estudiada y
detectada en redes de interaccién mutualista, que hace referencia a un patrdon en el que los

especialistas de la red interactian con subconjuntos de las especies con las que interactdan

11
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los generalistas (Bascompte 2007; Bascompte et al. 2003). Los resultados fueron
enfrentados a una distribucion nula construida a partir de 500 modelos nulos creados
usando el método “vaznull” del paquete bipartite a partir de la matriz original. Este
modelo nulo es bastante conservativo ya que mantiene el nimero de interacciones totales
de red y de cada especie de forma individual, y testado con la funcion z-test para
comprobar la significacion respecto a la esperada de forma aleatoria. 3) Modularidad, que
muestra la existencia de subgrupos o médulos dentro de la red en los que las especies
interacttan preferentemente entre ellos (Olesen et al. 2007). La presencia de médulos en
nuestras redes y su significacion se calcul6 mediante el algoritmo propuesto por Beckett
(2016) (Q) e implementado en la funcion ComputeModules del paquete bipartite. Como
el algoritmo esté sujeto a cierta estocasticidad, el analisis se corrié un total de 4 veces,
eligiendo, en caso de variacion, el resultado con un valor mayor de Q. Para evaluar este
resultado se calculd la modularidad en 100 matrices aleatorias generadas a partir de
nuestras matrices originales y utilizando el modelo “vaznull”. Los valores obtenidos de
Q se contrastaron con lo de la distribucion nula mediante un z-test siguiendo a (Dormann
and Strauss 2014) y asumiendo diferencias significativas con valores de z > +2. 4)
Especificidad a nivel de red (H2’), donde se tiene en cuenta la frecuencia de interaccion
de forma cuantitativa midiendo la desviacion de los links realizados sobre un modelo nulo
de interacciones totales (Bersier et al. 2002; Bluthgen et al. 2008). Igual que en casos
anteriores la significancia de los resultados fue testada contra la distribucion nula
generada mediante el andlisis de un conjunto de matrices de interaccion generadas por un
modelo nulo ‘vaznull’ (500 matrices) y un z-test. 5) Robustez de cada simbionte respecto
a la pérdida de las especies con las que interact(ia, medida con la funcion second.extinct

del paquete bipartite, y calculando el area debajo de la curva de extincion.
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Todos los analisis fueron llevados a cabo en el paquete de R bipartite (Dormann
et al. 2008; Dormann et al. 2009).

Anadlisis a nivel de especie

Atendiendo a las especies que componen esta relacion simbionte obtuvimos una
serie de valores relacionados con la especificidad, grado de distribucion y biologia de la
especie. 1) Grado de distribucién, llamando asi al nimero de interacciones realizados por
cada especie, sin tener en cuenta el niamero de lecturas de cada una (Jordano et al. 2003;
Véazquez 2005). 2) Especificidad a nivel de especie (d") que también tiene en cuenta las
interacciones de manera cuantitativa pero utilizando la distancia de Kullback-Leiber
(Bluthgen et al. 2006). Tanto la d° como el grado de distribucion se compararon en
conjunto y a lo largo del gradiente utilizando dos rasgos funcionales: a) el biotipo de las
especies de hongos liquenizados (crustaceo vs. foliaceo vs. fruticuloso) y b) el modo de
reproduccion (sexual vs. vegetativo). La significancia de los rasgos funcionales se testd
mediante un test anova y un posterior test post-hoc a través de la funcién pairwise.t.test
con el método de Bonferroni. 3) Solapamiento de nicho, que junto a la medida de la
especificidad permite conocer el proceso por el cual ciertas especies se ven restringidas a
un rango muy estrecho de posibles nichos, debido a probables procesos coevolutivos con
las especies con las que interactdan (Poisot et al. 2011).

Todas las graficas para los anélisis realizados fueron creadas con el paquete de R

“ggplot2” (Wickham 2016)

Recambio de interacciones a lo largo del gradiente

Al igual gque la diversidad de especies cambia entre puntos de estudio, también lo
hacen las interacciones. Se utiliz6 el paquete betalink (Poisot 2016) para calcular el

recambio de interacciones entre fragmentos utilizando el indice de Whittaker (Whittaker
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1960). Este paquete permite pormenorizar la diferencia de interacciones entre dos
parcelas (Bwn) en las diferencias debidas al recambio de especies (Bst) Y la diferencia
debida a la presencia de las especies, pero no a la interaccion (Bos).

Este procedimiento nos permite comprobar si la coocurrencia de especies es
suficiente para que la interaccion ocurra o si existen factores locales que impiden la
interacciones pese a la coocurrencia (Havens 1992). Los valores de las diferentes
componentes de la beta diversidad entre fragmentos se visualizaron utilizando el paquete

circlize (Gu et al. 2014).

Niveles de eutrofizacidén de cada fragmento

Para determinar una posible influencia de la eutrofizacion en la riqueza de
micobiontes y fotobiontes para cada fragmento se realiz6 una medida indirecta utilizando
los valores indicadores de eutrofizacidn para cada especie disponibles en la base de datos
de ITALIC 5.0 (http://dryades.units.it/italic/index.php) (Nimis and Martellos 2017). Para
cada fragmento se calculé una media ponderada de acuerdo a la abundancia de cada

especie presente.

RESULTADOS

Los inventarios realizados en las parcelas de estudio detectaron un total de 46 especies.
De estas especies, 17 son crustaceas, 18 folidceas y 11 fruticulosas; 23 se reproducen
principalmente de manera sexual, mostrando las 23 restantes reproduccion vegetativa
(Mat. Sup. Tabla 1). Se consiguié amplificar la regién ITS del hongo para todas las
especies encontradas en la zona de estudio excepto una (Parmelina quercina), la cual se
caracteriz6 mediante estudio morfoldgico. El resto se compararon mediante bldsqueda

BLAST con las secuencias disponibles en el Gen Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/-
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genbank/). Se obtuvieron valores de similitud de 99 0 100% para un total de 34 especies.
Para 12 especies los valores fueron menores, debido a la ausencia de las especies en la
base de datos (p.ej. Ramalina obtusata) o bien debido a que probablemente se trate de
taxones nuevos (p.ej. Blastenia sp., Lecanora cf. expallens, Lecanora cf. carpinea) (Mat.
Sup. Tablal). EI nUmero de especies por parcela oscilaba entre las 9 del arbol hasta las
28 del fragmento 505 (13.11 ha) con una media de 22 especies (Mat. Sup. Tabla 2). Tanto
la riqueza de micobiontes por fragmento como el indice de Shannon (Fig. 2B), crecen a
medida que aumenta el area hasta alcanzar un maximo en el fragmento 505 (13.11 ha).
La riqueza se ajustd a un modelo lineal (p < 0.05; R?=0.4824), mientras que el indice de
Shannon se ajustd a un modelo cuadratico (p <0.05; R?=0.7308).

Se recolectaron 2272 talos correspondientes a 229 muestras para analisis mediante
MiSeq. La media de talos por especie y parcela fue de 9.92. Se obtuvieron un total de
8.478.480 lecturas paired-end de los amplicones de ITS2 de los fotobiontes en la
plataforma Illumina MiSeq. Después del filtrado de calidad con DADA2 quedaron un
total de 4.956.878 lecturas y tras aplicar el filtro para eliminar contaminaciones quedaron
finalmente 4,903.976, con una media de 21,415 lecturas por muestra. El procesado de
estas muestras a través de DADAZ2 dio como resultado 985 ASV de los cuales 175 pasaron
el proceso de filtrado, especialmente debido a ser ASVs minoritarios con menos de 100
lecturas. Con los 175 ASVs restantes se realizé una busqueda BLAST mudltiple en el Gen
Bank con el objetivo de realizar una primera asignacion taxondmica de los mismos. El
género mayoritario de fotobiontes fue Trebouxia con 158, seguido por 13 del género
Dictyochloropsis y 4 del género Asterochloris.

El género Asterochloris esta restringido al género Cladonia, mientras que el

género Dictyochloropsis lo observamos mayoritariamente en Phlyctis argena.
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El nimero maximo de ASVs en una parcela fue de 75 en el fragmento 505 (13.11
ha) y el minimo (25) en el arbol, obteniendo una media de 51 ASVs por parcela (Mat.
Sup. Tabla 2). Lariquezay el indice de Shannon para fotobionte se ajustaron a un modelo
cuadrético con p valores menores a 0.05 y con valores de R? de 0.6256 y 0.7268
respectivamente. Se observo el mismo patron que para micobiontes, la riquezay el indice
de Shannon aumentan en general con el tamafio hasta alcanzar un maximo en el fragmento
del fragmento 505 (13.11 ha), aunque no se observa un descenso tan acusado de la
diversidad en las parcelas de mayor tamafio como ocurre con el micobionte (Fig. 2B y
2C). El nimero medio de ASV por micobionte en cada parcela alcanz6 su maximo en el
arbol (2.777) y el minimo en el fragmento 502 (4.23 ha) (Fig. 2A). En el 91% de las
especies encontramos mas de un ASV, en el 49 % mas de 5 ASVs y en un 10% mas de

10 ASVs.
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Fig.2. Representacion gréfica la diversidad de micobiontes y fotobiontes encontrada
a lo largo del gradiente de tamafio de fragmentos. A) Numero de ASV por micobionte
respecto al area (log). Modelo lineal: p >0.05; R?=-0.1013. B) Riqueza de micobiontes
y fotobiontes respecto al area (log). Modelo lineal (micobiontes): p < 0.05; R?=0.4824.
Ajuste cuadratico (fotobiontes): p <0.05; R?=0.3799. C)Ajuste cuadréatico del indice de
Shannon respecto al area: (micobiontes) p<0.005; R?=0.7308. (fotobiontes) p<0.0001;

R?=0.7268
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Anadlisis de la arquitectura de las redes de interacciones hongo-alga

Se encontraron un total de 1365 interacciones entre las 229 muestras de
micobionte y los 175 ASVs de fotobiontes.

La conectancia de las 10 redes analizadas varia entre 0.086 del fragmento 505
(13.11 ha) y 0.2355 del arbol. Se observa un claro descenso en los niveles de conectancia
a lo largo del gradiente analizado (Fig. 3A; R?=0.7667; p < 0.001). Los valores de
anidamiento son en general pequefios, y todos significativamente menores que los
modelos nulos (anti anidamiento) (Tabla 2). Los valores oscilan entre 7.1139 del
fragmento 200 (250 ha) y 19.1238 del arbol, y muestran un claro descenso segun aumenta
el tamario del fragmento (Figura 3B; R?=0.8885; p < 0.0001). El valor de modularidad
(Q) fluctta desde 0.595 del arbol hasta los 0.7297 del fragmento 54 (16 ha), con un patron
ascendente acentuado a medida que aumenta el area (Fig. 3C; R?=0.7809; p < 0.001). La
especificidad (H2") muestra un valor maximo de 0.8098 en el fragmento 200 (250 ha) y
un minimo en el arbol de 0.6860, mostrando un claro patron ascendente a medida que lo
hace el area (Fig. 3D; R?=0.6; p < 0.01). El solapamiento de nicho muestra un patron
descendente muy parecido tanto en fotobiontes (Fig. 3E; R?=0.599; p < 0.01), como en
micobiontes (Fig. 3E; R?=0.6903; p < 0.01), siendo este Gltimo el que posee valores més

altos con una media de 0.168 mientras que la media para los fotobiontes es de 0.091.
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Fig.3. Representacion grafica de los valores obtenidos para los diferentes parametros de red
respecto al &rea de los fragmentos (log) y los modelos lineales respectivos. A) Conectancia
(R?=0.7667; p < 0.001). B) Anidamiento (R?=0.8885; p < 0.0001). C) Modularidad
(R?=0.7809; p < 0.001). D) Especializacion (Hz2’) (R?=0.6; p < 0.01). E) Solapamiento de
nicho en micobiontes (marrén) (R?=0.6903; p < 0.01) y fotobiontes (verde) (R%=0.599; p <

0.01). Las rectas de color representan la recta de ajuste segin el modelo lineal, y la zona
sombreada el intervalo de confianza (95%).
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El nimero maximo de modulos por red fue de 10 (Fragmento 159, 48.2 ha y
Fragmento 505, 13.11 ha) mientras que el minimo fue cuatro (Arbol), siendo la media de

aproximadamente siete modulos por red. (Fig. 4) (Tabla 2).
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Fig.4. Representacion grafica de los mddulos encontrados en el analisis de las redes de
interaccion estudiadas. Los graficos han sido ordenados de izquierda a derecha y de arriba
abajo segun el &rea del fragmento. Las cajas rojas representan los médulos y los cuadrados
azules las interacciones. El tono de azul viene determinado por la fuerza de la interaccion
(numero de lecturas del fotobionte en cada especie de micobionte y parcela).

20



l ' IMP Universidad Internacional
Menéndez Pelayo

Tabla 2. Medidas de anidamiento (WNODF), modularidad (Q) y especializacion (H2”) y los

respectivos z-tests utilizando 500 modelos nulos vaznull.

Z score
Fragmento WNODF Hy’ Z score Hp’ Zscore Q N.° médulos
WNODFE
Arbol (0.002
19.123 -84.766 0.6860 222.43 0.595 1426.404 4
ha)
Fragmento
15.698 -78.964 0.7094 284.84 0.6226 1913.544 6
31(0.1 ha)
Fragmento
15.091 -90.402 0.7032 336.33 0.6456 2382.395 5
601 (0.3 ha)
Fragmento
12.879 -86.191 0.7523 417.74 0.6781 2424.03 7
28 (1 ha)
Fragmento
13.475 -112.63 0.6906 392.78 0.6561 2361.618 7
502 (4.23 ha)
Fragmento
505 (13.11 8.667 -113.56 0.7573 326.28 0.7135 2729.443 10
ha)
Fragmento
11.751 -116.07 0.7731 395.5 0.7297 3204.239 7
54 (16 ha)
Fragmento
9.386 -155.04 0.7410 349.54 0.6991 2477.612 8
500 (37.9 ha)
Fragmento
10.953 -89.271 0.7755 100.92 0.6863 3278.584 10
159(48.2 ha)
Fragmento
7.114 -114.85 0.8098 190.74 0.7127 2634.896 7
200 (250 ha)
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El grado maés alto observado fue de 22 en Lecanora subcarpinea del fragmento 28
(1 ha) y en Blastenia sp. del fragmento 601 (0.3 ha), mientras que la mayor d” se dio en
Phlyctis argena de los fragmentos 200 (250 ha) y 28(1 ha) con un valor de 1. Por el
contrario, el valor minimo de grado (1) lo obtuvieron ciertas especies folidceas como por
ejemplo Melanelixia fuliginosa en el fragmento 200 (250 ha), mientras que el valor
minimo de d” fue 0.16 en Lecanora subcarpinea del fragmento 28 (1 ha). El grado de
cada especie y la especializacion a nivel de especie (d”) fueron comparados entre biotipos
(Fig. 5A y 5B) y modo de reproduccion (Fig. 5C y 5D), y se estudié como variaban sus
valores medios a lo largo del gradiente de areas (Figs. 6 y 7). Existen diferencias
significativas en el grado y la d’ entre los distintos biotipos (p <0.0001 en ambos casos).
El grado medio es significativamente mayor en el biotipo crustaceo (9) respecto a los
otros dos biotipos (p < 0.0001), pero las diferencias no son significativas entre foliaceo y
fruticuloso, mientras que la d” media es mayor para el tipo folidceo (p <0.0001, d"=0.65),
correspondiendo la menor d’ al biotipo crustaceo (0.5). En cuanto al grado de distribucion
a lo largo del gradiente de tamafios (Fig. 6A), encontramos que las especies crustaceas
llegan al maximo en tamafios intermedios de parcelas. Sin embargo, un patron muy
distinto se observa con la especificidad en la que las especies folidceas aumentan su
especificidad a medida que lo hace el area del fragmento (Fig. 6B). Si nos centramos en
el tipo de reproduccidon, observamos que no hay diferencias en cuanto al grado (Fig. 5C).
Sin embargo, hay una diferencia significativa (p < 0.0001) en el indice de especializacion
d” siendo los liquenes con reproduccion vegetativa los que obtienen valores mas altos,
con una media de 0.65, mientras que para los liquenes con reproduccién sexual es de 0.48
(Fig. 5D). Estos valores se ven reflejados en el gradiente de areas, obteniendo los valores

maximos en las especies vegetativas en tamafios intermedios y grandes, mientras que las
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especies con reproduccion sexual aumentan su especificidad en las parcelas mas grandes

(Fig. 7B).
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Fig.5 Gréficas de cajas del grado de distribucion y de la especializacion a nivel de
especie (d") respecto al Biotipo (A'y B) y el tipo de reproduccion (C y D).
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tamafo del fragmento en orden ascendente.
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Los valores de beta diversidad de interacciones totales (Bwn) revelan un gran
recambio de interacciones entre fragmentos (Fig. 8A), con un valor medio de 0.7073. Es
significativo que el porcentaje medio de esta tasa de recambio de interacciones explicado
por el recambio de especies (Bst/Bwn) es del 42.53% mientras que el explicado por el

recambio de interacciones ([3os/l3wn) es del 57.47% (Fig 8B, p <0.0001).
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Fig.8. Representacion circular y gréfico de cajas de las betas diversidades. Cada color representa un
fragmento, ordenados de mas pequefio (Arbol) a més grande (fragmento 200, 250 ha). El grosor de cada
link viene dado por el grado de disimilitud entre los dos fragmentos. A) representa la beta diversidad de
interacciones totales. En esta gréfica se representan ademas las formas de cada fragmento con su color
correspondiente. B) Representacion en cajas de la diferencia de disimilitud explicada por el recambio de
especies (Bsr) y por el recambio de interacciones (Bos). C) Disimilitud de interacciones explicada por el
recambio de especies. D) Disimilitud explicada por el recambio de interacciones.
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En cuanto a la robustez de las redes estudiadas, se observaron valores altos tanto

para los fotobiontes, con una media de 0.8227, como para los micobiontes, con una media

de 0.6119. La robustez para fotobionte se ajustd a un modelo lineal (p < 0.05; R? =

0.8227), mientras que para micobionte se ajusté a un modelo cuadratico (p < 0.005; R?=

0.7618). Los patrones observados fueron similares, descendiendo a medida que el tamafio

del area aumenta (Fig. 9).
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Fig. 9. Representacion de la robustez de los fotobiontes ajustado a un modelo lineal
(R?=0.3304; p<0.05) (A) y de los micobiontes ajustado a un modelo cuadratico (B)
(R?=0.7618; p < 0.005)
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Por ultimo, el indice de eutrofizacion calculado presenta una distribucion con dos

picos, uno en el fragmento 31 (0.1 ha) de 2.85 y otro en el fragmento 54 (16 ha) de 2.43

(Fig. 10).

Fig. 10. Representacion grafica del
indice de eutrofizacion medio para
. cada parcela.
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DISCUSION

Los liquenes han sido utilizados de manera generalizada como bioindicadores de
cambios en los ecosistemas (Asta et al. 2002; Conti and Cecchetti 2001) incluyendo la
fragmentacion (Aragon et al. 2010; Cardds et al. 2016). Sin embargo, existen pocas
evidencias de los factores y procesos que conducen a la pérdida de diversidad en habitats
fragmentados. En este trabajo se ha estudiado cémo la fragmentacion de un bosque de
encinas afecta a las redes de interaccion hongo-alga, utilizando para ello un gradiente de
tamafio, herramientas moleculares de secuenciacion de nueva generacion y el marco
conceptual de las redes de interaccion bipartitas (Bascompte and Jordano 2013). Esta
aproximacion nos ha servido tanto para desentrafiar el efecto de la fragmentacion en la
diversidad de simbiosis liquénicas como para arrojar luz sobre determinados aspectos
claves de la biologia de los liquenes.

La diversidad de micobiontes (especies) y de fotobiontes (ASVs) (Figs. 2B y 2C)
mostraron sus valores mas altos en los fragmentos de area intermedia-alta, mientras que
los fragmentos con menor diversidad son los de menor tamafio. La fragmentacion del
habitat produce alteraciones del régimen de luz y viento, provocados por la creacion del
efecto borde (Boudreault et al. 2008; Moen and Jonsson 2003). Sin embargo, para un
bosque tipicamente mediterraneo como el estudiado, con poca densidad arborea, y
rodeado de una matriz agricola, pensamos que el mayor efecto producido por la
disminucion del tamafio del fragmento puede ser el aumento de la deposicidn nitrogenada
en forma de amonio (NHs+) derivado de la fertilizacion de los campos de cultivo
(Bouwman et al. 1997; Vitousek et al. 1997a). Las altas dosis de nitrogeno actian como
un filtro abiotico (Rew et al. 1992; Schippers and Joenje 2002), reduciendo la diversidad
de liquenes (Britton and Fisher 2007; Giordani et al. 2014). La deposicion de compuestos

nitrogenados respecto a la fuente de origen decae con la distancia (Frati et al. 2007). Sin
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embargo, la coincidencia en nuestro gradiente de los valores mas altos de diversidad junto
a niveles intermedios de eutrofizacion (Fig. 9), podria apoyarse en la hipdétesis de la
perturbacion intermedia (Kershaw and Mallik 2013).

Las redes de interacciones estudiadas mostraron caracteristicas tipicas de este tipo
de interaccién intima: baja conectividad, un claro patron de anti anidamiento, elevada
modularidad y alta especificidad (Pérez-Ortega et al. in prep; Chagnon et al. 2018). Estas
caracteristicas difieren de otras redes de interaccion como las interacciones mutualista
polinizador-planta o frugivoros-planta (Bascompte et al. 2003; Mello et al. 2011),
acercandose mas a redes antagonistas (Bascompte 2007; Dunne et al. 2002; Pires and
Guimardes 2012).

Todos los pardmetros estudiados mostraron una clara tendencia de cambio
respecto al gradiente de tamafio. Los valores de conectancia, el solapamiento de nicho y
el anidamiento sufren una disminucion clara y significativa a lo largo del gradiente,
mientras que la modularidad y la especificidad aumentan. Asi, cuanto mayor es el tamafio
de la parcela de estudio, se reduce el niUmero de conexiones realizadas de entre las
posibles (conectancia) (Fig. 2A) a pesar de que la disponibilidad de fotobiontes no parece
seguir el mismo patron (Fig. 1B). Por lo tanto, teniendo en cuenta los valores observados
de especializacion (H2’) y solapamiento de nicho, parece que segun aumenta el tamafio
de fragmento las conexiones se reducen y se vuelven mas especialistas. Este patrdn se ve
confirmado por la tendencia mostrada por los valores de modularidad, que también
aumentan con el tamafio del fragmento, indicando que los grupos de especies que
interaccionan entre si cada vez se vuelven mas cerrados, con menos conexiones entre
ellos. Los valores de anidamiento también disminuyen con el aumento del area, lo que es
probable que esté relacionado con el aumento de la modularidad (Fortuna et al. 2010). La

presencia de un numero notablemente menor de fotobiontes compatibles en fragmento
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pequefios, produce interacciones mas generalistas entre micobiontes y fotobiontes, lo que
aumenta la conectancia y produce una pérdida general de la modularidad.

(Aizenetal. 2012) en su estudio de las redes de polinizador-planta en un gradiente
de area en las Sierras Argentinas observaron una pérdida selectiva de interacciones con
la disminucion del area, produciendo un aumento del anidamiento, debido a la pérdida de
aquellas interacciones que involucraban a las especies mas especialistas. En nuestro caso,
hemos observado un patrén similar, pues si bien nuestro patron general es siempre de anti
anidamiento y elevada modularidad, debido posiblemente a restricciones filogenéticas
(Pérez-Ortega et al., in prep.), existe un aumento del anidamiento con la disminucion del
area del fragmento.

En nuestros resultados, observamos claras diferencias en relacion al grado y su
especializacion (d’) respecto a rasgos funcionales relacionados con la morfologia de talo
de las especies y de su modo de reproduccion (Figs. 5y 6). La especializacion es mayor
en el biotipo foliaceo y minima en el crustaceo. Es estudios anteriores se han observados
niveles muy bajos de especificidad y selectividad en especies crustaceas respecto a otras
foliaceas por ejemplo en la familia Physciaceae (Dahlkild et al. 2001; Helms et al. 2001).
El grado de especializacion también depende del tipo de reproduccion, mostrando un
mayor grado de especializacién (selectividad) las especies con reproduccion asexual.
Estudios anteriores, en que se habian comparado pares de especies hermanas sexual-
asexual habian apuntado la hipétesis de que la codispersién de ambos biontes provocaba
restricciones que producian un aumento de la especificidad (Dal Grande et al. 2012;
Otalora et al. 2010).

Los resultados del particionamiento del recambio de interacciones y especies entre
fragmentos ofrecen un resultado sin duda sorprendente. Si bien, a priori, esperdbamos una

pérdida selectiva de interacciones debido a la desaparicion de ciertas especies en el
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gradiente de areas (Aizen et al. 2012), nuestros resultados apuntan a que la diferencia
entre fragmentos se debe mayoritariamente a que interacciones que ocurren en un
fragmento pueden no ocurrir en otro a pesar de que ambas especies estén presentes (Pos).
Este resultado tiene gran relevancia a nivel biolégico y evolutivo. Que dos taxones
interactUen bajo ciertas condiciones abiéticas de un fragmento pero no en otras, puede ser
debido a varias causas: a) la diferencia en el tiempo de colonizacion que produciria una
falta de solapamiento en el tiempo para que ocurra la interaccion (Rafferty and lves 2011),
b) las diferentes condiciones abioticas producen presiones selectivas locales hacia ciertas
combinaciones de biontes con mayor fitness, hipétesis propuesta por Thompson (1999)
como la teoria del mosaico coevolutivo.

Por ultimo, hay que destacar que, aunque las redes encontradas mostraban un
patron de antianidamiento y alta modularidad, mostraban valores altos de robustez ante
la pérdida de miembros y extinciones en cascada para ambos biontes. Aunque en la
literatura se ha asociado la propiedad del anidamiento a la fortaleza frente a las
perturbaciones (Bascompte 2007; Bascompte et al. 2003; Dunne et al. 2002; Jordano et
al. 2003, el alto grado de modularidad encontrado en nuestras redes puede ayudar a que
las extinciones no se propaguen de manera masiva en la red. Sin embargo, que la robustez
aumente con el descenso del tamafio del fragmento y el descenso de la modularidad, es

un patron que debe ser estudiado de manera més detallada.
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CONCLUSIONES

1. Las redes de interaccion hongo-alga en comunidades de liquenes epifitos en un
bosque tipicamente mediterraneo muestran propiedades caracteristicas de este
tipo de interaccion intima: baja conectancia, anti anidamiento, y alta modularidad
y especificidad.

2. Todos los parametros de red estudiados muestran cambios significativos a lo largo
del gradiente estudiado.

3. A medida que el area disminuye, la modularidad, el nimero de fotobiontes y
micobiontes, el indice de Shannon y la especificidad disminuyen.

4. Por el contrario, el anidamiento, conectancia y solapamiento de nicho aumentan
cuanto mas pequefio es el fragmento.

5. Los rasgos funcionales biotipo y el tipo de reproduccion son responsables de
diferencias significativas en cuanto al grado medio y a la especializacion en las
especies encontradas en el estudio.

6. La diferencia principal entre fragmentos en cuanto a interacciones se debe a
aquellas que no ocurren pese a la presencia de las especies, mas que a la falta de
la interaccion por la ausencia de alguna de ellas.

7. Los resultados obtenidos tienen una gran relevancia de cara a la conservacién ya
que la arquitectura de las redes de interaccién es de crucial importancia para su
propia estabilidad.

8. Estos resultados abren una nueva linea en el campo del estudio de la simbiosis
liquénica y su coevolucion, asi como de los efectos del cambio global sobre los

liquenes.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO
Tabla 1.

Tabla que detalla los resultados obtenidos tras realizar la busqueda BLAST para cada especie. En la primera columna se muestra la especie descrita tras su
comparacion morfoldgica. En la segunda esté el identificador propuesto para nuestro trabajo. La columna “BLAST” hace referencia al resultado obtenido tras
la busqueda, acompafiado del porcentaje de identidad de nuestra muestra y del identificador de la secuencia de GenBank.

N.° acceso

Identificacion de campo %identidad Biotipo Tipo de reproduccion
GenBank

Anaptychia cilliaris ABG16 Anaptychia ciliaris 98 KJ027715 Fruticuloso Sexual

Buellia griseovirens ABG17 Buellia griseovirens 99 KC681816 Crustaceo Sexual

Caloplaca ferruginea ABG18 Blastenia sp. 99 MF447208 Crustaceo Sexual

Caloplaca sp. ABG19 Blasteniasp.2 99 MF447205 Crustaceo Vegetativa

Candelaria concolor ABG44 Candelaria pacifica 99 EF535210 Foliaceo Vegetativa

Candelariella
Candelariella xanthostigma ABG21 99 EF535201 Crustaceo Sexual
xanthostigma

Cladonia clorophea ABGO06 Cladonia fimbriata 100 KF525266 Fruticuloso Vegetativa
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Evernia prunastri ABGO09 Evernia prunastri 99 KX132953 Fruticuloso Vegetativa
Hypogymnia tubulosa ABG15 Hypogymniatubulosa 99 KX132956 Foliaceo Sexual
Lecanora carpinea ABG46 Lecanora cf. carpinea 94 AY541249 Crustaceo Sexual
Lecanora chlarotera ABGO03 Lecanora chlarotera 98 FR799201 Crustaceo Sexual
Lecanora expallens ABG22 Lecanora cf. expallens 96 FR799207 Crustaceo Vegetativa
Lecanora gr. Subfusca ABG34 Lecanora horiza 99 KX132998 Crustaceo Sexual
Lecidella elaeochroma ABG24 Lecidellaeuphorea 98 KT453742 Crustaceo Sexual
Lecidella sp. ABG25 Lecidella elaecochroma 97 HQ605936 Crustaceo Sexual
Lepra albescens ABGO04 Lepraalbescens 99 MG947600 Crustaceo Vegetativa
Melanelixia fuliginosa ABGO08 Melanelixia fuliginosa 99 KX132913 Foliaceo Sexual
Melanelixia glabra ABG26 Melanelixia glabra 100 AY581064 Foliaceo Vegetativa
Melanelixia subaurifera ABG45 Melanelixia subaurifera 100 KT695379 Foliaceo Sexual
Melanohalea exasperata ABG27 Melanohalea exasperata 98 KX132935 Foliaceo Vegetativa
Ochrolechia sp ABG28 Ochrolechia sp. 97 HQ650639 Crustaceo vegetativa
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX132953.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDFGZ7E6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX132956.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDFTHH89015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY541249.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TFJU886A015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FR799201.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=TFK93PAD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX132998.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDGH8RV1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT453742.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TDG7KCCS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ605936.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=TDG92FDJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG947600.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDF83XBC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX132913.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDFFTA61014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY581064.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TDGAK0EA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT695379.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDGW9E8C014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX132935.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDHFX3EA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ650639.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDGC6710015
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Ochrolechia sp2 ABG29 Lecanorasubcarpinea 99 KX132988 Crustaceo Sexual
Parmelia sulcata ABG23 Parmelia sulcata 99 KX132926 Foliaceo Sexual
Parmelina quercina ABG31 Foliaceo Sexual
Parmelina tiliacea ABGO5 Parmelinatiliacea 100 JX466446 Foliaceo Vegetativa
Phaeophyscia orbicularis ABG32 Phaeophyscia orbicularis 99 AF224449 Foliaceo Vegetativa
Phlyctis argena ABGO02 Phlyctis argena 99 MF625060 Crustaceo Vegetativa
Physcia adscendens ABG12 Physcia adscendens 99 FJ497044 Foliaceo Vegetativa
Physcia aipolia ABG37 Physciadubia 97 KX550105 Foliaceo Sexual
Physcia tenella ABG11 Physciatenella 99 KY266867 Foliaceo Sexual
Physconia enteroxantha ABG13 Physconia enteroxantha 99 LS483160 Foliaceo Vegetativa
Physconia grisea ABG43 Physconia grisea 99 KC559094 Foliaceo Vegetativa
Physconia perisidiosa ABG14 Physconia persidiosa 99 LS483165 Foliaceo Vegetativa
Pleurosticta acetabulum ABG40 Pleurosticta acetabulum 99 KX132911 Foliaceo Sexual
Pseudoevernia furfuracea ABGO1 Pseudoevernia furfuracea 99 GU300779 Fruticuloso Sexual
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX132988.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDGD77EP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX132926.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TDHD49KE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX466446.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDFA5RZH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF224449.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDGFVN02014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF625060.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDF1XG68015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ497044.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDFNTZK5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX550105.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDGKXB55015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY266867.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TDFKFR49015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LS483160.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=TDFPV412015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC559094.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDHNC0MG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LS483165.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDFSCZ0U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX132911.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDGNVZR2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU300779.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDETB5NK014
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Pyrrhospora quernea ABGA47 Lecidella flavosorediata 99 KX132965 Crustaceo Vegetativa
Ramalina fraxinea subsp.
Ramalina calicaris ABGO07 99 KC960763 Fruticuloso Vegetativa
calicariformis
Ramalina farinacea ABG48 Ramalina farinacea 100 GU593042 Fruticuloso Vegetativa
Ramalina fastigiata ABG10 Ramalina fastigiata 99 EU034669 Fruticuloso Sexual
Ramalina fraxinea ABG20 Ramalina fraxinea 100 KP282346 Fruticuloso Sexual
Ramalina obtusata ABG41 Ramalina confirmata 95 JF923606 Fruticuloso Sexual
Rhinodina cf. pyrina* ABG30 Rinodina capensis 99 GU553293 Crustaceo Sexual
Tephromela atra ABG49 Tephromela atra 100 KX181178 Crustaceo Sexual
Usnea hirta ABG50 Usnea hirta 99 JN086310 Fruticuloso Vegetativa
Xanthoria parietina ABG42 Xanthoria parietina 98 DQ888716 Foliaceo Sexual
Xanthoria polycarpa ABG51 Calogaya lobulata 99 KU926999 Crustaceo Vegetativa
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX132965.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TFM4NMZ0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC960763.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDFCSUWN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU593042.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TFKC886M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU034669.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDFJ6SUZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP282346.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TDG00HV8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF923606.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TDGR1038014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU553293.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDGE74FA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX181178.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TFK69VCN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN086310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TFK1V143015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ888716.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TDGTXXNY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU926999.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TFKM8C7T014

l ' IMP Universidad Internacional
Menéndez Pelayo

Fig. 1.

Representacion gréfica de las redes de interaccion hongo (azul) - alga (verde) en cada parcela.

Las parcelas estan ordenadas de mas pequefia a mas grande y su forma esta representada en negro.

0.002 ha

0.3 ha

4.23 ha 13.11 ha

16 ha 37.9 ha
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Tabla 2.

Tabla informativa sobre el nombre de cada parcela, su area y el nimero de micobiontes y

fotobiontes presentes en cada una.

Parcela Area (ha)  N° Micobiontes N° ASV  NCASV/ Micobionte
Arbol 0.002 9 25 2.777
31 0.1 17 34 2
601 0.3 22 42 1.909
28 1.02 23 63 2.739
502 4.23 27 51 1.888
505 12.21 28 75 2.678
o4 16.13 23 o7 2.478
500 35.85 23 52 2.260
159 48.01 27 61 2.259
200 563.90 20 46 2.3
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