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Resumen: Los liquenes son organismos formados por una simbiosis entre un micobionte, uno o mas
fotobiontes y una levadura. Los géneros de fotobiontes mas frecuentemente encontrados en liquenes
son Trebouxia, Trentepohlia y Nostoc. En este trabajo se estudiaron las especies de fotobiontes presen-
tes en algunos liquenes recolectados en Areas Naturales Protegidas (ANP) del estado de Guana-
juato. Los fotobiontes se obtuvieron a partir de la maceracién de un trozo de liquen, inoculados en
medio BG-11 e incubados a temperatura ambiente con un fotoperiodo de 16 h luz por 8 h de
obscuridad. La caracterizacion molecular se realizé mediante la amplificacion y secuenciacion del
gen rbcL de la enzima RuBisCo. Los géneros de fotobiontes identificados corresponden a Trebouxia
sp., Bracteacoccus minor, Elliptochloris subsphaerica y Stichococcus bacillaris procedentes de los liquenes
Parmelia sp., Lecanora sp., Hypotrachyna sp. y Ramalina sp., respectivamente.

Keywords: Fotobionte; simbiosis; liquenes.

1. Introduccion

Los liquenes son organismos simbidticos conformados por un hongo (micobionte) un
alga o cianobacteria (fotobionte) y una levadura [1]. La clasificacion general de los lique-
nes es a partir de su morfologia macroscopica, como crustosos, foliosos y fruticosos [2].
La selectividad de un simbionte se ha estudiado en liquenes principalmente respecto al
micobionte, porque suelen ser mas selectivos respecto a los fotobiontes [3-4]. La
diversidad de fotobiontes presentes en liquenes puede ser influenciada por muchos
factores, incluyendo la disponibilidad del simbionte, la estrategia reproductiva, el medio
ambiente y los requisitos ecoldgicos especificos de cada simbionte [5-6].

Los fotobiontes han tenido un creciente interés en su diversidad y relaciones evolu-
tivas, dado al papel que juegan dentro de la simbiosis como productores primarios de
metabolitos que serviran de fuente de carbono al micobionte. La seleccion especifica del
fotobionte puede ser considerada como un rasgo filogenético caracteristico. La especifici-
dad se define por la relacién taxonémica de los socios, mientras que la selectividad se
define por la interaccion preferencial de los organismos [7]. Esta interaccion preferencial
puede ser favorecida por la presencia de lectinas, las cuales son sintetizadas por los foto-
biontes y pueden unirse de forma reversible con proteinas de membrana de los micobion-
tes [8].

Los fotobiontes presentes en talos liquénicos (aproximadamente cincuenta y seis gé-
neros), algas y cianobacterias de tipo unicelular reciben diferentes denominaciones como
ficobionte o clorobionte. Los géneros Trebouxia, Trentepohlia y Nostoc son los fotobiontes
mas frecuentes, y de amplia distribucion en los liquenes. Los géneros Trebouxia y Trente-
pohlia son eucaridticos y pertenecen a las algas verdes; mientras que Nostoc pertenece al
grupo de bacteria oxigeno-fotosintética (cianobacteria) [9]. La mayoria de los fotobiontes
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son de vida libre, es decir, pueden subsistir libremente en la naturaleza en donde se re-
producen sexual y asexualmente y se comportan como simbiontes facultativos en la aso-
ciacion liquénica [10].

Los estudios de diversidad de fotobiontes respecto a los de micobiontes se presentan
en menor proporcion [11], por lo que, es necesario realizar analisis con el fin de conocer el
tipo, niimero de fotobiontes presentes en liquenes para poder relacionar el tipo de foto-
bionte con el micobionte, la distribucién ecoldgica de los mismos, asi como los beneficios
que otorgan a su correspondiente socio fingico.

Por lo anterior, en este estudio nos propusimos ailsar e identificar los fotobiontes
presentes en muestras de liquenes, con el fin de identificar el tipo de fotobionte asociado
a los diferentes morfotipos de especies liquénicas presentes en el estado de Guanajuato.

2. Materiales y Métodos

Seleccion de muestras liquénicas

A partir del cepario de liquenes presente en el Laboratorio de Diversidad e
Interaccién Microbiana del Instituto Tecnoldgico de Irapuato, se seleccionaron siete
muestras de liquenes colectadas de diversas ANPs del estado de Guanajuato, procurando
tener una representacion de los diferentes morfotipos de liquenes (crustosos, foliosos y
fruticosos), identificadas a través de su respuesta frente a compuestos quimicos y sus
caracterisiticas macroscopicas [2]. La colecta de muestras se realiza tomando una muestra
pequenia del liquen con ayuda de una navaja o pinzas, depositandola en sobres de papel
procurando anotar su geolocalizaciéon y morfotipo.

Aislamiento de fotobiontes.

Los cultivos axénicos de fotobiontes se obtuvieron desinfectando un pequefio
fragmento de liquen (0.5 cm) con jabén y posterior lavado con agua destilada estéril en
tres ocasiones, para remover el exceso de jabon. Posteriormente, la muestra se macerd con
un micropistilo en 0.5 mL de agua destilada estéril, de dicha mezcla se inocularon 0.3 mL
en cajas Petri con agar BG-11. Los fotobiontes sembrados se incubaron a temperatura
ambiente y se expusieron a fotoperiodos de 16 h luz x 8 h de obscuridad. Para que los
cultivos sembrados fueran axénicos o lo maés cercano a ello, se realizaron numerosas
resiembras.

Extraccién de ADN de fotobiontes aislados.

Para la extracciéon de ADN gendmico de los fotobiontes, se adaptd el método descrito
por Chi et al., (2009) [12], tomando una asada del cultivo para luego colocarlo en un tubo
eppendorf con 500 pL de solucién reguladora de lisis (1 M KCl, 100 mM Tris-HCl y 10
mM EDTA) agregando tres perlas de metal y agitacion exhatstiva en vortex por 5
minutos. Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 5000 rpm por 10 minutos, el
sobrenadante se deposito en un tubo eppendorf con 2 voliimenes de etanol absoluto frio;
se volvid centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos para obtener una pasilla con material
genomico que luego se lavé tres veces con etanol al 70% (v/v).

Amplificacion por PCR del gen rbcL de la enzima RuBisCo.

La subunidad mayor de la enzima Rubisco (rbcL) fue amplificada mediante PCR, con
un paso inicial de desnaturalizacién a 95°C/5 min.; y 30 ciclos (95°C/30 s, 48°C/45 s, 72°C/1
min.) y una extension final a 72°C/5 min. Los oligonucledtidos utilizados fueron rbcl-203
directo (CAATCWTCWTCWACWGGWACTTGGACWACQ), rbcl-991 reverso
(CCTTCTARTTTACCWACAAC) [13].

La integridad y tamafio de los productos amplificados se verificaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v. El tamafio del fragmento se fue de
aproximadamente 700 pb.
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Los productos de PCR se purificaron por el método QIAquick PCR purification
(Invitrogen®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron enviadas
para su secuenciacion al Laboratorio de Genémica para la Biodiversidad del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV
Unidad Irapuato). Como controles positivos para el gen rbcL RuBisCo se utilizé un aislado
de Chlorella sp., y Clamydomonas sp.

Reconstruccion filogenética del gen rbcL

El andlisis de las secuencias se realizé empleando la base de datos Genbank del
Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI). Con ayuda del programa
BLASTn, la selecciéon de candidatos se realizé analizando el porcentaje de identidad, el
porcentaje de cobertura y el E-value. Se tomaron como posibles candidatos aquellos
registros cuyo E-value fuera cercana a cero, el porcentaje de cobertura > 80% y el
porcentaje de identidad > 90%.

Las secuencias obtenidas, asi como algunas seleccionadas de la base de datos del
GenBank se alinearon en el programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.6.1 [14] y
posteriormente se realizo la reconstruccion filogenética con el programa MEGA?7 [15] para
una posterior comparacion de las especies estudiadas.

La reconstruccion filogenética se realizd por el método de Maxima verosimilitud
(Maximum Likelihood), la validacion de la reconstruccion se realizé con el método
estadistico de remuestreo Bootstrap con un numero de réplicas de 850, el modelo de
sustitucion empleado fue Jukes-Cantor (JK), estimado con el programa jModelTest 2 [16].

3. Resultados.

3.1. Fotobiontes aislados de muestras de liquenes.

A partir del catdlogo de liquenes colectados a lo largo del estado de Guanajuato, se
seleccionaron 7 muestras de liquenes recolectadas en las ANPs “Las Musas”, Melanelixia
sp. JDARO18), Lecanora sp. (J]DARO019), Parmelia sp. (JDAR021); “Cuenca de la Esperanza”
(Palomas) Punctelia sp. (LPDS001), Ramalina sp. (VLR-42) y “Sierra de Lobos”, Hypotra-
china sp. (S.L. #10) y Teloschistes sp. (AAA-21). Estas muestras fueron seleccionadas ya que
son representantes de los tres morfotipos liquénicos (crustosos, foliosos y fruticosos;
Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de liquenes y estructura morfologica de los liquenes de Guanajuato. a. Sitios
de colecta en el estado de Guanajuato de donde se seleccionaron las muestras de trabajo para este
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estudio; b. Liquen crustoso; c. liquen folioso; d. Liquen fruticoso. (Imagenes representativas de
cada morfotipo).

A partir de los liquenes seleccionados, se obtuvieron cultivos axénicos de sus fotobiontes
asociados (Figura 2), de los cudles se extrajo ADN gendmico y se amplifico el gen de la
subunidad mayor de la enzima rubisco (rbcL), para las muestras de algas, y el gen 165
rADN para una muestra nica de cianobacteria procedente del liquen Telochistes sp. Esta
ultima secuencia no se considerd en el analisis filogenético.

Figura 2. Morfologia colonial de los fotobiontes de los liquenes. a. Fotobionte del liquen folioso Hy-
potrachina sp. (SL. 10); b. Fotobionte del liquen folioso Melanelexia sp. (JDAR-018); c. Fotobionte del
liquen fruticuloso Ramalina sp. (VLR-42); d. Fotobionte del liquen fruticuloso Teloschistes sp. (AAA-
21).

3.2. Andlisis comparativo de secuencias del gen rbcL.

Las secuencias de la subunidad mayor de la enzima rubisco (rbcL), se analizaron mediante
analisis BLASTn en la pagina de NCBI, obteniendose los resultados presentados en la
Tabla 1. Las secuencias candidatas se descargaron y se emplearon para realizar el andlisis
filogenético.

Tabla 1. Analisis comparativo de secuencias mediante analisis tipo BLASTn en la pagina de NCBL

Tamaifio % de

. . % de .
Liquen secuencia cobertura . . E-value Candidatos
identidad
(pb)
. Stichococcus bacillaris
Ramalina sp. 779 93 91 0 strain UTEX LB 1962
. Myrmecia  sp.  BCP-
Parmelia sp. 808 77 92 0 SEV3VF12
Hypotrachyna sp. 768 75 91 0 Elliptochloris subsphaerica
Bracteacoccus minor strain
Lecanora sp. 774 99 99 0 ATA2-1KO1
) Crinalium  epipsammum
* -
Teloschistes sp*. 403 <50 83 7e-25 PCC 9333

* El fotobionte aislado a partir de Telochistes sp. correspondia a una cianobacteria.

Las secuencias de las muestras Punctelia sp. (LPDS001) y Melanelixia sp. JDAR018) no
presentaron la calidad suficiente (porcentaje de identidad menor al 50%), para poder
establecer un andlisis comparativo de las mismas, lo que imposibilit6 la identificacion del
fotobionte.

3.3. Reconstruccion filogenética del gen rbcL de fotobiontes aislados de liquenes del estado de
Guanajuato.

La topologia obtenida a partir de la reconstruccion filogenética muestra dos clados
principales, con un buen soporte de ramas ( Bootstrap > 70), la mayoria de las especies de
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fotobiontes aislados pertenecen a la familia Trebouxiaceae, misma que ha sido descrita
como predominante en los liquenes.

93 Ramalina sp. rbcL
499(:‘— EF113475 1 Stichococcus bacillaris st. UTEX LB 1962 :
77 KF975592 1 Scenedesmus sp. AKS 2 J .
r Lecanora sp. rbcL
1004 JF717386 1 Bracteacoccus minor st. ATA2-1KO1

KR914368 1 Trebouxia sp. OTU A29

72 Parmelia sp. rcbL
100 l KF693814 1 Myrmecia sp. BCP SEV3VF12

Hypotrachyna sp. rbcL
100 — FJ217382 1 Elliptochloris subsphaerica

| —
0.05

Figura 3. Reconstruccién filogenética del gen rbcL de fotobiontes. a. Se muestra el arbol con la pro-
babilidad logaritmica mas alta (-4199,2761). Hubo un total de 734 posiciones en el conjunto de datos
final. Los andlisis evolutivos se realizaron en MEGAG®6 [15]. b y c¢. Morfologia microscdpica de los
fotobiontes Stichococcus bacillaris y Bracteacoccus minor de Ramalina sp. y Lecanora sp., respectiva-
mente.

4, Discusion

De los fotobiontes identificados, encontramos que la secuencia del fotobionte
obtenido a partir del liquen Lecanora sp. (JDARO019), estd relacionado con la especie
Bracteacoccus minor. La cual es es un alga verde cocoidal que se ha demostrado que
presenta una relaciéon de mutualismo facultativo nutricional incluso con hongos saprofitos
como es el caso de Rhizidium phycophilum [18].

Otros autores, han descrito otros fotobiontes en simbiosis en liquenes del género
Lecanora como Helms y col. (2001) [17], que lograron identificar a Trebouxia incrustrata
como fotobionte de Lecanora dispersa, mediante un analisis de la secuencia de ITS de rRNA,
sugiriendo la presencia de diversos géneros de fotobiontes asociados a especies de
Lecanora.

Por otra parte, el fotobionte Myrmecia israelensis aislado a partir del liquen Parmelia
sp. JDARO21) pertenece a la familia Trebouxiaceae, familia que se encuentra en mayor
proporcion presente en los liquenes [6]. Para el caso del liquen Ramalina sp. (VLR-42) se
identific6 un fotobionte con filiacion genética con la especie Stichococcus bacillaris.
Fotobiontes del género Stichococcus han sido descritos como simbiontes fotosintéticos de
liquenes por Ahmadjian (1993) [19], particularmente de la especie Endocarpon pusillum, un
liquen crustoso, mientras que Ramalina corresponde a un liquen fruticoso.

El andlisis filogenético de la secuencia obtenida para la muestra Hypotrachyna sp. (S.L.
#10) indico estar relacionada con la especie Elliptochloris subsphaerica, un microorganismo
del filo Chlorophyta clase Trebouxiophyceae el cual ha sido encontrado en la especie liquénica
Baeomyces rufus [20], sin embargo, si analizamos el largo de las ramas en el arbol
filogenético, podemos sugerir que se trata de otra especie, son necesarios mas estudios
para poder confirmar esta hipdtesis.

5. Conclusiones

Los fotobiontes asociados a liquenes del estado de Guanajuato, aislados en este
trabajo, es una muestra de la diversidad que puede encontrarse de estos organismos.
Determinar si dichos fotobiontes son especificos para diferentes géneros de liquenes
requerird futuros estudios. Asi como un andlisis bioprospectivo para establecer si su
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distribucion ecolégica estd relacionada con el sitio de muestreo o las condiciones
ambientales del mismo.
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