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Resumen: Los liquenes son organismos constituidos por la asociacién simbidtica establecida entre
un hongo (micobionte), una levadura y un organismo fotosintético (fotobionte; alga o cianobacteria).
Han sido considerados como micro-ecosistemas porque ademds pueden asociarse a ellos bacterias.
La estrecha relacion entre organismos de diferentes grupos bioldgicos hace de los liquenes un mo-
delo bioldgico de interés, no solo por la relacion fisica y metabdlica que guardan las fracciones com-
prometidas en la simbiosis, sino también por la transicion morfoldgica responsable de la diversidad
de morfotipos que presentan las especies. Estos organismos han desarrollado estrategias que les
permiten adaptarse a condiciones ambientales no favorables, permitiendo su distribucién cosmo-
polita. Por no depender de su sustrato, los liquenes pueden acoplarse a rocas, suelo, cortezas de
arboles e incluso edificaciones. Hasta ahora, se han descrito mas de 15,000 especies de liquenes, que
se han clasificado principalmente en base a sus caracteristicas macroscdpicas, su reactividad frente
a compuestos quimicos y los metabolitos secundarios que sintetizan. Esta asociacién ha contribuido
a la generacién de compuestos secundarios complejos, asociados a la diversidad metabdlica de los
simbiontes, algunos de los cuales que han sido estudiados presentan un uso importante como far-
macos, antibioticos, tintes, antioxidantes etc., exhibiendo propiedades innovadoras en diversos
campos de la industria farmacéutica y alimentaria. Dada la diversidad que presentan, se considera
que exista aun una gran cantidad de compuestos por explorar, y sobre todo, su papel en el estable-
cimiento y ventajas adaptativas en el ecosistema. Gracias al conocimiento sobre los procesos meta-
bolicos descritos para la sintesis de sustancias liquénicas, y al avance sobre el aislamiento, cultivo y
mantenimiento de los simbiontes se prevé que a partir de este grupo de organismos en un futuro se
podran obtener compuestos con potencial biotecnoldgico
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1. Estructura y composicion de liquenes.

Los liquenes son organismos producto de la relaciéon simbidtica de especimenes de
diferente origen biologico (Figura 1). Donde el hongo o micobionte provee €l cuerpo del
liquen, mientras que el fotobionte asegura la produccion de carbohidratos o polioles que
favorecen el desarrollo del hongo [1-2]. En esta asociacion, el micobionte es dependiente
de la presencia del fotobionte, sin embargo, existen algunas especies que son capaces de
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desarrollarse en ausencia de su simbionte y presentar caracteristicas morfoldgicas dife-
rentes [3-4]. Un estudio realizado por Spribille y col. (2016) sefiala la presencia de una
tercera fraccién constituyente, una levadura del género Cyphobasidium spp., que podria
estar involucrada en la regulacion de sintesis de metabolitos secundarios por parte del
micobionte [5]. Aunado a esta complejidad, algunos autores se han enfocado en el estudio
de comunidades bacterianas epifitas de los liquenes con el fin de evaluar la contribucion
de dichas poblaciones en el mantenimiento y regulacion de la simbiosis, asi como en la
produccién de metabolitos con actividad bioldgica [6-9]. La diversidad bacteriana descrita
por medio de estudios metagendmicos, sugiere que la estructura poblacional de las comu-
nidades que pueden encontrarse en los liquenes, depende del nicho ecolégico donde se
encuentren [10]. Dichas poblaciones bacterianas pueden incluso sobrevivir a las condicio-
nes de almacenaje en las colecciones por largos periodos de tiempo, como en el caso de
Lobaria pulmonaria, donde se ha estimado que la poblacién bacteriana puede recuperarse
hasta 80 afios posterior a su colecta [11]. Los liquenes tienen que verse como modelos sim-
bidticos, donde las fracciones constituyentes interactiian estrechamente entre si y con ecto-
y endo-comunidades bacterianas, modificando con esto la concepcion que se tenia de
ellos, ahora deben de ser evaluados como micro-ecosistemas para poder entender la com-
plejidad de procesos que pueden llevarse a cabo en el interior de sus cuerpos o talos.

Otra caracteristica que destaca de los liquenes, es su capacidad de desarrollarse en
diversos sustratos y bajo condiciones climaticas extremas lo que los hace un grupo alta-
mente diverso [12]. Su clasificacion se basa en sus caracteristicas morfologicas y la reacti-
vidad quimica de sus metabolitos frente a soluciones acidas o alcalinas [13], aunque en la
actualidad se ha comenzado a utilizar métodos genéticos para una mejor clasificacion y
analisis evolutivos de los mismos [14-15]. A pesar de estar conformados por organismos
de distinto origen, anteriormente los liquenes se clasificaban dentro del grupo de las plan-
tas [16], actualmente se clasifican dentro del grupo de los hongos y el nombre de la especie
liquénica toma el nombre del micobionte [17].

Bacterias asociadas

Micobionte
(Hongo)

Fotobionte

(alga o Levadura
cianobacteria)

Figura 1. Fracciones constituyentes de los liquenes identificadas como simbiontes.

2. Clasificacion de los liquenes.

Dada la diversidad liquénica descrita hasta ahora, se han establecido tres criterios de
evaluacion para su clasificacion que estan basados en tres aspectos generales: i) género
del micobionte, ii) caracteristicas morfoldgicas y iii) reactividad quimica. En el primer
caso, el micobionte definird muchas veces las caracteristicas fenotipicas del liquen dado
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que se ha observado que no existe correspondencia entre el niimero de micobiontes y fo-
tobiontes, es decir, un mismo fotobionte puede estar asociado a diferentes tipos de mico-
biontes [18-19]. En cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas, los liquenes se clasifican en
crustaceos o crustosos, foliares (con o sin l6bulos) y fructicosos (arbustivos o colgantes;
Figura 2). La clasificacion morfoldgica puede incluir aspectos como el desarrollo de asco-
carpos y ascos [20]. La reactividad quimica de sus metabolitos frente a compuestos acidos
(HNO:s al 50% v/v) y basicos (KOH al 10% p/v) y sus combinaciones, al igual que analisis
por técnicas cromatograficas dan indicio de la diversidad de compuestos y/o productos
metabolicos sintetizados por los liquenes y contribuyen a discriminar especimenes que
son morfoldgicamente idénticos [21]. Al area de investigacion que se centra en la clasifi-
cacién de especies liquénicas a partir de sus metabolitos se le conoce como quimiotaxono-
mia [22].
S0

Figura 2. Clasificacion de liquenes de acuerdo a su morfologia. A. Crustosos; B. Foliosos; C. Fruti-
COS0S.

3. Metabolitos secundarios sintetizados por liquenes.

La investigacién microbiana, ha demostrado que los hongos son una fuente impor-
tante de metabolitos secundarios, de estructura compleja, con una amplia variabilidad de
funciones, principalmente a nivel de nuevos antibioticos, anticancerigenos, etc. [23]. Estos
compuestos generalmente son producto de procesos de adaptacién, comunicacién intra o
interespecifica, asi como de estrategias para el dominio del habitat ante otros microorga-
nismos, por ello, la ecologia de diversos hongos presentes en el suelo ha sido sujeto a un
intenso estudio [24].

Entre los sistemas de mayor interés para la busqueda de compuestos secundarios,
encontramos a los hongos o micobiontes presentes en liquenes. Hasta ahora se han des-
crito mds de 700 compuestos quimicos producidos por liquenes, de algunos de éstos se ha
estimado que dicha sintesis solo es posible cuando las fracciones se encuentran unidas
[25]. Los metabolitos secundarios de liquenes se han identificado por pruebas quimicas,
cristalizacion de extractos y posterior comparacion de estructuras con guias y referencias,
por cromatografia en capa de papel, por cromatografia en capa fina (TLC), por cromato-
grafia liquida de alta resolucion (HPLC), espectrometria de masas (MS) y por espectros-
copia de resonancia magnética nuclear [26].

La disposicion de los metabolitos secundarios o sustancias liquénicas se sugiere que
estan presentes en la medula del talo o cuerpo del liquen [17]. Las tres vias metabolicas
implicadas en la sintesis de sustancias liquénicas son: (i) la via del acetil polimalonil, (ii)
la via de acido shikimico y (iii) la via del acido mevaldnico [17, 21] (Figura 3).
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Figura 3. Vias metabolicas y conjunto de metabolitos secundarios derivados. Tomada y modificada

de (Nash III, 2008) [17].

De este conjunto de vias se desprenden compuestos de diferente naturaleza quimica
y grado de complejidad, que otorgan a los liquenes sus colores y propiedades fenotipicas
(Tabla 1), sin embargo, inicamente se ha probado la actividad bioldgica de un conjunto
de los productos obtenidos por estas vias de sintesis. Dichos metabolitos secundarios
pueden estar constituidos por aminoacidos, acidos organicos, lipidos, policétidos, car-
bohidratos, dépsidos, depsidonas y terpenos, y presentan actividad antibiotica, antitu-
moral, citotdxica, antiproliferactiva, antihumectante, antipridnica, antioxidante, entre

otras (Figura 4) [27-29].

Tabla 1. Algunas actividades biologicas asociadas a metabolitos secundarios de liquenes.

Metabolitos
Liquen . Actividad Referencia
secundarios
Cetraria islandica,
Cladonia furcata,
Hypogymnia physodes,
Lasallia pustulata,
Parmelia caperata, Compuestos fenodlicos
Parmelia sulcata, pue . Antioxidante [30-34].
. flavonoides y ramalina.
Xanthoparmelia
stenophylla,
Rhizoplaca chrysoleuca,
Thamnolia vermicularis,
Ramalina terebrata
Dépsidos,
. . Acido norstictico,
Ramalina farinacea . .
Unmbilicaria culindyi carboxilato de 8-metil
TDIICATLA CYINATice orcinol, etil Antimicrobiana [27, 35-37].
Cladonia convoluta
. haematomato,
Cladonia firma ) (.
atranorina y 4cido
usnico.
Cladoni , .
adonia furcgta Acido .
Cladonia pyxidata, . Antitumoral [32,38].
fumarprotocetralco.

Cladonia rangiferina.
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Acido salacinico, 4cido
escuamatico, acido
Flavocetraria cucullata baeomicésico, acido d- Citotoxica [37-39].
protoliquesterinico y
acido liquesterinico.

Parmelia sulcata,
Cladonia rangiferina, Serina proteasa. Antipridnica [40].
Lobaria pulmonaria.

Teloschistes Acido tsnico y

chrysophthalmus, .. Antiviral [41].
Ramalina celastri parietina.

Platismatia glauca,

Pseudevernia furfuracea; Inhibidor de formacion

asf como especies delos  Acido usnico. de biopeliculas [42-43].
géneros Usnea, Ramalina, microbianas

Lecanora, entre otros.

4. Usos de los compuestos liquénicos.

El metabolito secundario sintetizado por liquenes y que ha recibido mayor atenciéon por
parte de la comunidad cientifica, y que es empleado en la industria farmacéutica y cosmé-
tica, es el acido tisnico [42], el cual es sintetizado por especies de los géneros Usnea, Rama-
lina, Cladonia, Parmelia, Alectoria, Lecanora y Evernia, y se ha reportado que presenta activi-
dad antiviral, antiproliferativa, antiinflamatoria, analgésica ademas de presentar actividad
antimicrobiana inhibiendo el crecimiento de bacterias Gram positivas y negativas como
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli y
Haemophilus influenzae. Este compuesto es empleado en pomadas para el tratamiento de
quemaduras y se ha logrado sintetizar quimicamente [44-45, 28] .
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Figura 4. Estructura quimica de sustancias liquénicas con actividad bioldgica.

Por otra parte, algunos compuestos derivados de xantina y [3-carotenos presentes en
liquenes de las especies Cladonia vulcani, Ramalina lacera y Thamnolia vermicularis, se han
asociado a actividades antioxidantes y de fotoproteccion [39, 45-46], estos compuestos han
sido identificados espectrofotométricamente, por HPLC y cromatografia de gases. Su acu-
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mulacioén es diferencial dependiendo de si las fracciones del liquen se encuentran separa-
das (micobionte y fotobionte) o en respuesta a la desecacion y/o rehidratacion de los es-
pecimenes [25, 34, 48]. Esto es importante considerar cuando se planee la obtencién de
metabolitos secundarios de origen liquénico, ya que algunos metabolitos solo se sintetizan
cuando ambas fracciones estan juntas. La incorporacion de nuevas técnicas como el ana-
lisis de imagenes obtenidas por espectroscopia de masas (MSL, por sus siglas en inglés),
ofrece una alternativa para la identificacién y evaluacion de la concentracion, asi como la
determinacién de patrones de distribucion espacial de sustancias liquénicas con el fin de
establecer el papel que tienen dichos metabolitos a nivel fisiologico y ecoldgico [49]. Se ha
evaluado la sintesis de nanoparticulas usando plata y su uso como agentes antimicrobia-
nos aun estd en evaluacion [50] y se sigue explorando nuevas combinaciones de las mis-
mas para determinar el espectro de accién, asi como su evaluacion en agentes anticance-
rigenos [51]. El uso de nanoparticulas no solo se ha limitado al sector clinico, su uso de
nanoparticulas de plata con diferentes metabolitos liquénicos ha sido evaluados en diver-
sos sectores con interés comercial, considerando el bajo costo y la eficiencia dentro de sus
procesos [52]. Esta diversidad metabdlica tiene un especial interés para entender la com-
plejidad de la asociacion simbidtica, asi como el efecto adaptativo en el ecosistema, por lo
tanto, comprender el proceso de sintesis y regulacion nos ayudara a entender un poco mds
la restauracion de habitats que experimentan un desequilibrio ecolégico por la contami-
nacion o cambio climatico [53]. Un aspecto relevante adicional a los metabolitos secunda-
rios, es el estudio de la microflora asociada, se ha considerado que esta microflora podria
participar en la modificacion, regulacion, expresion o contribucion con esta riqueza meta-
bolica. El asilamiento de bacterias asociadas con potencial biotecnoldgico también se ha
reportado y forma parte de estos casos [54].

5. Mecanismos de sintesis de sustancias liquénicas.

La identificacion de metabolitos secundarios sintetizados por liquenes, ha permitido
establecer que la sintesis de algunos productos procede a partir de sintetasas de péptidos
no ribosomicas (NRPS, por sus siglas en inglés) y complejos multienzimaticos entre las
NRPS y policetido sintetasas (PKS). Las NRPS son enzimas organizadas en mddulos que
selectivamente activan, modifican y condensan aminoacidos de forma ordenada [55]. Es-
tos moédulos pueden actuar independientemente, sin embargo, para que se lleve a cabo el
correcto ensamblaje de la molécula, los mdédulos deben de actuar en conjunto (Figura 5),
[56].

Moédulo 1 Moédulo 2 Moédulo 3 Moédulo 4

Iniciacion Elongacion Modificacion | Terminacion

Figura 5. Representacion grafica de la estructuracion genomica de médulos involucrados en la sin-
tesis de sustancias liquénicas. Los modulos 2 y 3, agrupan reacciones quimicas de condensacién,
isomerizacion, adicion de grupos funcionales, transesterificacion, entre otras.

La organizacién genémica de la NRPS determina la secuencia, complejidad y
estructura del metabolito, asi como la clasificacién de las NRPS, por ejemplo, si se
encuentran formando un conjunto de genes como en algunas bacterias y hongos se
denominan del tipo I que pueden a su vez clasificarse en reductoras y no reductoras [57],
mientras que aquellas que estan distribuidas a lo largo del genoma son del tipo II, estas
ultimas son poco frecuentes y requieren de interacciones especificas para promover la
sintesis del metabolito [58-59]. Aunque la diversidad estructural entre las NRPS es muy

33



REIA (2022), VOL 6 (4), 28-39, ISSN 2448-6817

grande, comparten el mecanismo de sintesis de complejos proteicos que emplean
compuestos azufrados como acarreadores [56].

En diferentes genomas de hongos y bacterias, la organizacion y localizacion de las
NRPS han sido descritas [60-61], y su actividad ha sido evaluada por delecion genética y
remplazo alélico [62-63]. Los genes de las NRPS abarcan entre 6 y 45 kpb y los motivos
conservados en los dominios de adenilacidn, tiolacion, condensacién, epimerizacion, etc,
han sido descritos, sin embargo, la amplia variedad de modificaciones que pueden sufrir
los sustratos provoca que exista una diversificacion organizacional en los médulos de las
NRPS, que no se refleja a nivel estructural, ya que se ha observado que mantienen una
conservacion a dicho nivel, por ejemplo, el dominio de adenilaciéon en la sintesis
gramicidina en Bacillus brevis y la sintesis de luciferasa en las luciérnagas (Photinus pyrali)
es similar [58, 64]. A este respecto, en liquenes se ha observado que un conjunto de
cianoliquenes de distribucién cosmopolita, pueden presentar sintesis de toxinas como
nodularina y microcistina a partir de policétido sintetasas (PKS), que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos [65]. Analisis metagendmicos realizados en
Peltigera membranacea demostraron la sintesis de metabolitos secundarios por NRPS
(Nosperina) [21].

Los procesos evolutivos responsables de la conformacion de los mddulos en los
genes de las NRPS son complejos, y pueden involucrar duplicacién en tdndem y/o pérdida
de los mddulos, fusién génica, recombinaciéon y conversién de médulos individuales o
dominios entre las NRPS [60]. En liquenes, existen esfuerzos por relacionar la amplia
gama de metabolitos secundarios con la diferenciacion a nivel estructural de las NRPS y
las PKS, sin embargo, los trabajos se han centrado en evaluar algunos de los mddulos de
las PKS reductoras en hongos liquenizadores con respecto a hongos no liquenizantes, en
algunos casos, la agrupacion en clados ha permitido establecer que algunos maédulos
presentan una distribucion cosmopolita mientras que otros son especificos de ciertos
géneros, como es el caso de los micobiontes del orden de los Pertusariales [66-68].

Profunfizar en la secuenciacion de especies de liquenes y micobiontes en los cuales
se hayan identificado compuestos con actividad bioldgica debe ser de interés de la
comunidad cientifica, para poder analizar la presencia y variabilidad genética en los
modulos de NRPS y poder evaluar la pertinencia de su amplificacién, clonacién e
introduccién en microorganismos modelo como Pichia pastoris, Saccharomyces cerivisiae y/o
Escherichia coli, con el fin de obtener en mayores rendimientos.

4. Produccion biotecnoldgica de sustancias liquénicas

A pesar de las ventajas que ofrecen los metabolitos secundarios o sustancias liquéni-
cas, su obtencion a gran escala es limitada, dada la proporcién en la que se encuentran en
el cuerpo del liquen y a la baja tasa de crecimiento de los éstos. En los liquenes crustosos,
se ha estimado que su tasa de crecimiento es <0.87 mm al afio, mientras que en los liquenes
foliosos y fruticosos se ubica en el rango de 0.06 a 36.5 mmy/afio [53]. Por lo anterior, la
comunidad cientifica se ha enfocado en el aislamiento de las fracciones, particularmente
de los micobiontes, por ser la fraccién responsable de sintetizar la mayoria de sustancias
liquénicas hasta ahora reportadas. Los primeros esfuerzos por separar la fracciéon fungica
datan de 1906, sin embargo, no existe hasta ahora un método estandar de aislamiento y
mantenimiento de micobiontes a nivel de laboratorio. La causa de esto es variable y esta
relacionada con la concentracion de esporas durante la siembra, la germinacion de las
mismas y el desarrollo posterior del hongo, la alta probabilidad de contaminacién por
bacterias y otros hongos, dada la tasa de crecimiento de los micobiontes, que puede ser de
algunas semanas hasta meses [69-70].
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Los métodos de aislamiento de los micobiontes promueven su crecimiento y desa-
rrollo a partir de las estructuras reproductivas del liquen como son apotecios, soredios,
isidios y/o picnidios para asegurar la germinacion de los mismos [72-73]. Por lo general,
dichos métodos emplean condiciones de crecimiento estandar como es, su cultivo en obs-
curidad, en medios suplementados con glucosa, maltosa y/o sacarosa, a temperaturas que
oscilan entre 12 a 20°C [73] incluso se ha probado la adiciéon de hormonas vegetales como
el 4cido indol-3-butirico (IBA) y ribitol para promover la germinacion de esporas de Neph-
romopsis ornata, y el incremento de la tasa de crecimiento en Ramalina farinacea y Ramalina
fastigiata, respectivamente con resultados satisfactorios en ambos casos [74-75]. Algunos
autores han evaluado el efecto de modificaciones en los medios de cultivo para promover
la sintesis de metabolitos secundarios de interés, como el caso de Ramalina celastri que con
la adicién de manitol (2%) al medio MY10 (extracto de malta 1%, extracto de levadura
0.4%, sacarosa 10%, en agua destilada estéril), se obtuvo un aumento en el rendimiento
del 7.9% para la sintesis de acido tisnico con respecto al micobionte desarrollado en medio
sin suplementar [76]. Asimismo, el aumento de la concentracién de manitol del 2 al 5.8%,
favorecen la produccién de antraquinonas como emodina (0.90% w/w) y 7-cloroemodina,
metabolitos con actividad antioxidante en el micobionte Caloplaca erythrantha [77]. En al-
gunos casos se ha observado que cambios en la osmolaridad del medio de cultivo, pueden
favorecer la produccion antranorina en el micobionte Parmotrema reticulatum a los 50 dias
de incubacién, mientras que, si se mantiene el control de la humedad en el sistema, se
favorece el metabolismo de lipidos hacia la sintesis de triacilgliceroles [78]. Por otra parte,
se ha estimado que las condiciones de crecimiento influyen en la produccién y tipo de
metabolitos sintetizados por el micobionte, particularmente, para Ramalina dilacerate, se
ha observado que la expresion de genes de policetido sintasas no ribosémicas (NRPS) au-
menta a pH 6.5 en agar extracto de malta suplementado con glucosa y que la expresiéon de
la policétido sintasa 6-MSAS (del tipo reductor) aumenta cuando el medio presenta un
valor de pH 8.5. Este aumento en la expresion de genes esta relacionado con un aumento
en el niimero de metabolitos secundarios [79]. Una vez que se estandariza el cultivo del
micobionte, se procede con la extraccidn, concentracion y evaluacion de las sustancias li-
quénicas, en la mayoria de los casos este conjunto de paso involucra la extracciéon con
diferentes solventes organicos [80-81]. Otra alternativa que se esta explorando para au-
mentar la concentracién de metabolitos secundarios, es la aplicacién de técnicas de Inge-
nieria Genética que considera la clonacién de genes asociados a estos metabolitos en par-
ticular aquellos que involucran a sintetasas de péptidos no cromosémicas o PKS de tipo 1
[82-85]; asi como el disefio de sistemas heterdlogos para la obtencion a mayor escala de
isomeros funcionales de sustancias liquénicas [84]. El analisis de genomas de micobiontes
y fotobiontes permitira profundizar en la comprension de la arquitectura, dindmica y re-
gulacion genomica de regiones implicadas en la sintesis de metabolitos secundarios por
parte de los liquenes [86-87], para proponer nuevos esquemas de obtencidon de éstos a
mayor escala, con el fin de aprovechar sus propiedades, diversidad funcional y su espec-
tro de accién.

5. Conclusiones

La diversidad metabdlica que presentan los liquenes los convierte en blancos para su
aprovechamiento biotecnoldgico. Para ello, la comunidad cientifica deberd trabajar en el
desarrollo y estandarizacion de estrategias microbioldgicas, incrementar la informacion
genomica de micobiontes, fotobiontes, y con ello, los analisis bioinformaticos. Asi como el
empleo de herramientas de ingenieria genética, que en conjuto permitan la manipulacion
a nivel laboratorio de los liquenes, sus fracciones y/o sus comunidades bacterianas
asociadas para poder aprovechar la variedad metabolica de estos organismos simbidticos.
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El potencial biotecnolégico de los metabolitos secundarios producidos por los liquenes,
asi como la microflora asociada, es una muestra de la diversidad quimica natural con
propiedades nuevas, con bajo impacto a los ecosistemas y con diversos usos en sectores
industriales, de la salud, alimenticio y textil, sin embargo, aun se continuan explorando
los procesos para un adecuado cultivo, y evitar asi la depredacion de los liquenes por un
uso extensivo.

Esta revision es un acercamiento al potencial biotecnoldgico que ofrece la asociacion
simbiodtica de los liquenes e invita a la reflexion para su adecuado uso y conservacion.
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