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Resumen
ManriQUE ReoL, E. (1989). Aplicaci6n de técnicas analiticas e interpretacion de las varia-
ciones quimicas en liquenes. Anales Jard. Bot. Madrid 46(1): 249-257.

El tratamiento que ha recibido el uso de los caracteres quimicos de los liquenes en su taxono-
m{a ha cambiado mucho desde el momento en que se descubrieron. Esta evoluci6n no puede
comprenderse si a la vez no se realiza un andlisis del paulatino desarrollo de las técnicas apli-
cadas a la investigacién en general y al estudio de las sustancias liquénicas en particular. Por
supuesto, este proceso no es exclusivo del tema que aqui nos ocupa, sino que se puede decir
que ha sido un proceso general para todas las formas del pensar cientifico. También se dis-
cute aqui la interpretacién que se viene haciendo de los tltimos hallazgos en la quimica de los
liquenes.
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Abstract
MANRIQUE REOL, E. (1989). Analytical techniques and the interpretation of chemical varia-
tions in lichens. Anales Jard. Bot. Madrid 46(1): 249-257 (in Spanish).

The way in which the chemical characters have been used in lichen taxonomy has changed a
lot since they were discovered. This evolution cannot be understood without a simultancous
analysis of the new techniques used in the research in general and in the study of the lichen
substances specially. Of course, this is not an exclusive process in lichenology, but a general
process involved in scientific thought. Also discussed here is the interpretation of the last
findings in the lichen chemistry.

Key words: Analytical techniques, lichens, chemical variation.

Una de las caracteristicas que conlleva la interaccién entre un hongo y un alga
para constituir un talo liquénico es la aparicién de una serie de productos del
metabolismo secundario que se depositan en grandes cantidades, en forma de
diminutos cristales, sobre las hifas del micobionte. Hasta donde se conoce, parece
ser el componente fiingico el responsable de la sintesis de tales productos secun-
darios, aunque hay quien ha sugerido la idea de que el alga también tendria algo
que aportar a la hora de la definicién iiltima en la composicién quimica del talo
liquénico, basidndose en el hecho de que, en aquellos liquenes con cefalodios
(ASAHINA, 1967, 1969), las 4reas cercanas a estas estructuras est4n exentas de este
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Fig. 1.—Estructura quimica de algunos ejemplos de sustancias liquénicas: A, 4cido caperatico (4cido ali-
fatico); B, 4cido lecandrico (paradépsido); C, 4cido criptechlorofaeico (metadépsido); D, 4cido alecto-
rénico (depsidona); E, 4cido picroliquénico (depsona); F, 4cido barbatélico (éster bencilico); G, 4cido
didimico (dibenzofurano); H, 4cido usneico; J, liquenxantona (xantona); K, 4cido rodocladénico (antra-
quinona); L, 4cido ursélico (triterpeno); M, 4cido pulvinico. Férmulas segiin CULBERSON (1969).
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tipo de sustancias. No obstante, CULBERSON & al. (1985) han demostrado que la
composicion quimica de los liquenes estd determinada por la constitucién gené-
tica del componente fiingico. Ademds, la composicién quimica cualitativa no -
parece verse modificada ni por la composicién del sustrato ni por condiciones
microambientales. Todo esto ha permitido el uso de estos metabolitos secunda-
rios como buenos caracteres taxonémicos en muchos grupos de liguenes. No obs-
tante, la utilizacién de estos caracteres quimicos aiin no est4 suficientemente cla-
ra, existiendo disparidad en la importancia que se les debe de conceder y en el
rango taxonémico que se debe aplicar para aquellas diferencias quimicas entre
especimenes morfolégicamente idénticos de una misma especie (HAWKSWORTH,
1976; HAWKSWORTH & HILL, 1984; HALE, 1983).

Por lo general, la gran mayoria de las especies liquénicas reconocidas morfol6-
gicamente poseen ademds una composicién quimica constante; pero dentro de
algunas especies se pueden diferenciar dos o més quimiotipos, que a su vez pue-
den ser ecolégica o geograficamente distintos. En este Gltimo aspecto es en el que
las técnicas han jugado un papel muy importante, permitiendo el anélisis de los
mismos y el estudio de poblaciones numerosas.

Hasta el momento se han descrito unos 350 metabolitos secundarios, entre los
que se encuentran productos tales como 4cidos alifticos, para y metadépsidos,
depsidonas, ésteres bencilicos, dibenzofuranos, acidos usneicos, xantonas, antra-
quinonas, terpenoides y derivados del 4cido pulvinico (fig. 1).

De entre todas estas sustancias, son los dépsidos (para y meta), las depsidonas
y los 4cidos lismgicos hacia los que los liquenélogos han dirigido principalmente su
atencion, por tratarse de compuestos que solo se han encontrado en los liquenes,
con la salvedad de algunos pocos que han sido descritos también en hongos no
liquenizados, como el 4cido lecandrico (paradépsido), presente en Pyricularia.
No obstante, se ha comprobado que cuando estas sustancias se presentan en hon-
gos no liquenizados lo hacen siempre en muy bajas concentraciones.

Desde el momento en que William Nylander descubriera en 1866 que la apli-
cacién de pequeiias cantidades de reactivos quimicos, tales como una soluci6n
acuosa de hidréxido potiésico al 30-40 % (K) o de hipoclorito célcico o s6dico (C),
sobre el cortex o la médula del talo liquénico, producian en muchos de los casos
un cambio de color en la zona de aplicacién, y que estas reacciones coloreadas
podria usarlas para diferenciar dos especies préximas entre si, los liquendlogos
no han dudado en aplicar las técnicas disponibles a su alcance ni en usar aquellos
productos quimicos capaces de reaccionar de manera especifica con las sustancias
liquénicas, con el fin de estudiar y comprender mejor el papel que este tipo de
metabolitos tienen en la biologia de los liquenes, tanto desde el punto de vista

taxonémico, como fisiolégico y adaptativo.
Tras el conocimiento de que los liguenes poseian esas sustancias capaces de

reaccionar y producir diferentes colores con algunos reactivos, quimicos y lique-
nélogos se lanzaron a estudiar este fenémeno y a tratar de averiguar la estructura
de estas sustancias. El primer paso en este sentido lo dio el quimico-liquenélogo
Yasuhiko Asahina, introduciendo un nuevo reactivo, una solucién alcohélica o
acuosa, a saturacién, de parafenilendiamina (PD o P), capaz de producir reaccio-
nes coloreadas con aquellas sustancias que poseen un grupo aldehido en su mo-
lécula. Ademas, utiliza por primera vez la cromatografia en papel como un micro-
método para la separacién y deteccién de las sustancias liquénicas y desarrolla téc-
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nicas de microcristalizacién que le permitieron la determinacion de los compues-
tos liquénicos segiin la morfologfa de los cristales. No obstante, la microcristaliza-
cién presenta numerosos problemas, principalmente debidos a la presencia de
sustancias en muy bajas concentraciones que interfieren en la formacién de los
cristales de mayor concentracién. ASAHINA & SHIBATA (1954) publicaron una
extensa monografia en la que quedaron recogidas todas sus investigaciones en
este campo. La monografia de Asahina representé un gran paso adelante en la
quimiotaxonomia de los liquenes, dando a conocer técnicas faciles de usar rutina-
riamente por otros liquendlogos.

Las técnicas aportadas a la liquenologia por Asahina, aunque representaron
un gran avance, no permitieron sino descubrir uinicamente aquellas sustancias
presentes en altas concentraciones. En este punto jugé un importante papel una
técnica nueva, la cromatografia en capa fina (TLC), con mucha mayor sensibili-
dad y capacidad resolutiva, que, aunque conocida con anterioridad, no fue apli-
cada al estudio de la quimica de los liquenes hasta el comienzo de la década de los
setenta (CULBERSON & KRISTINSON, 1970; CULBERSON, 1972; MENLOVE, 1974;
CULBERSON & AMMANN, 1979). Esta técnica permiti6 el descubrimiento y carac-
terizacién de sustancias nuevas que habian pasado inadvertidas, mediante el uso
de la cromatografia en papel, quiz por problemas de solapamiento o por bajas
concentraciones.

Hasta hace no mucho tiempo, el objetivo principal de los estudios quimicos en
liquenes era la caracterizacién quimica cualitativa de los mismos en su sentido
mis estricto, el de conocer las diferencias entre unas especies y4trds o entre los

individuos de una misma especie, con el fin de ser utilizadas o evaluadas como

caracteres taxondmicos. No obstante, dentro del grupo de metabolitos secunda-
rios de los dépsidos y depsidonas se pueden establecer lineas biogenéticas que
relacionan entre si a ciertas sustancias que difieren tinicamente en pequefas
modificaciones en sus respectivas moléculas, de caricter progresivo, como el dife-
rente grado de oxidacién del sustituyente en el carbono 3 del anillo A y del car-
bono 3’ del anillo B o la diferente longitud de 1a cadena sustituyente en los carbo-
nos 6 y 6’ (CULBERSON, 1969, 1986). Segiin CULBERSON & CULBERSON (1976),
estas sustancias, tan relacionadas estructuralmente entre si, podrfan pertenecer a
una misma ruta biosintética, en la que en cada paso se afiadiria una modificacién
a la molécula o a cada una de sus mitades (~CH,, —-CH,0H, -CHO, -COOH),
asumiendo lo indicado por SMITH (1978), esto es, las sustancias mas complejas
necesitarian mayor mimero de pasos en sus rutas biosintéticas. Segin este esque-
ma, HUOVINEN & ANTI (1982) propusieron un modelo biosecuencial de forma-
cién de dépsidos, depsidonas y dibenzofuranos en el género Cladonia.

La cromatografia en capa fina, bidimensional, aplicada al estudio de la com-
posicién quimica de los liquenes por CULBERSON & JOHSON (1976), permite preci-
samente buscar esas relaciones biogenéticas entre las diferentes sustancias encon-
tradas en individuos de la misma especie 0 en especies distintas. Las sustancias asi
relacionadas migran sobre la placa de cromatografia sometida a dos disolventes
distintos, segin una misma linea recta.

Estas sustancias que constituyen una misma linea biogenética, se presentan
unas en mayor concentracién que otras, de tal forma que las més concentradas en
una especie pasan a ser las de menor concentracién o a estar ausentes en todos o
en algunos especimenes analizados de otra especie (sustancias secundarias) muy
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relacionada con la anterior. Este hecho se encontré por primera vez en las espe-
cies del género Cetrelia (CULBERSON & CULBERSON, 1978).

La introduccién de la cromatografia de alto rendimiento (HPLC) aplicada a
este problema de las sustancias biogenéticamente relacionadas, ha constituido
una auténtica revolucién, permitiendo la deteccién de sustancias en muy bajas
concentraciones o sustancias traza (CULBERSON, 1972; CULBERSON & al., 1987),
que habian pasado inadvertidas hasta entonces. M4s atin, la aplicacién directa de
fragmentos de talos liquénicos a la espectrometria de masas (MS) y la combina-
cién entre HPLC-MS, han permitido actualmente no s6lo un elevado grado de
precisién en la deteccién de las sustancias liquénicas, sino también en la determi-
nacidn de las estructuras de las mismas, afianzando su identificacién (HUNECK &
al., 1968; SANTESSON, 1973; LEUCKERT, 1984).

Hasta el presente se han realizado gran cantidad de andlisis de especies de
liquenes de todo el mundo, utilizando en cada caso los métodos al alcance de los
liquenélogos. Los anélisis realizados hasta hace unos diez afios han quedado reco-
gidos en una gran monografia con dos suplementos, obra capital para todo aquel
que quiera dedicarse a la quimiotaxonomia (CULBERSON, 1968, 1970; CULBERSON
&al., 1977).

Actualmente se puede decir que las sustancias liquénicas pueden presentarse
de dos formas en los talos: solitarias, en una tinica sustancia, generalmente de
estructura sencilla, 0 en una combinacién de sustancias relacionadas biogenética-
mente, en la que unas presentan mucha mayor concentracién que otras. A esto
dltimo es a lo que CULBERSON & CULBERSON (1976) denominaron como un qui-
miosindrome, esto es, un conjunto de “sintomas” quimicos que caracterizarian
una especie. En el primero de los casos, las sustancias son evaluables taxon6mica-
mente como caracteres quimicos individuales, mientras que en el segundo la sus-
tancia individual es menos importante como carécter taxonémico que el quimio-
sindrome completo.

LEUCkKERT (1985) reconocié dos tipos de quimiosfndromes: simple o serie, si
los compuestos muestran una alteracién gradual (grado de cloracién, O-metila-
cién, oxidacién, etc.), y complejo, si hay una combinacién de diferentes formas
de alteraci6n (longitud de las cadenas laterales, grado de oxidacién de estas cade-
nas, 0 una combinacion de las modificaciones simples).

El problema que ahora se plantea es la utilidad que pueda tener la quimica en
la taxonomia liquénica. Pero desde luego, ¢l cardcter quimico no es el tinico que
ha tenido este problema. En este sentido, HAWKSWORTH (1976) realiz6 una
extensa revisién de los usos de los caracteres quimicos, tanto a nivel especifico
como supraespecifico e infraespecifico, proponiendo ademas una tabla de corre-
lacién con otros tipos de caracteres, segin la cual se asignaban niveles taxonémi-
cos a diferentes tipos de correlacién. Este autor da mucha importancia al hecho
de si las sustancias nuevas estdn o no relacionadas biogenéticamente, y para el
caso en que no lo estén, si ademds existe correlacién con diferencias morfoldgicas
o geograficas, le asigna al taxon tratado un nivel especifico. Segiin esto, el
hallazgo de una diferencia quimica s6lo implicaria la necesidad de buscar otros
caracteres evaluables, que en la-mayoria de los casos también han sufrido proce-
sos de discusién similares, como los soredios, el tamaiio de la espora, el tipo de
c6rtex y muy recientemente la estructura del aparato apertural del asco (HAFELL-
NER, 1984). Para BRODO (1986), todo carécter nuevo debe ser examinado para
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Fig. 2.—Cromatogramas de HPLC de algunos especimenes del grupo de Parmelia pulla: a) Parmelia
pulla tipo 1; b) P. pulla tipo 2; c) P. verruculifera; d) P. delisei tipo 1; €) P. delisei tipo 2; f) P. loxodes.
D, disolvente; 1, 4cido lecanérico; 2, icido gloméllico; 3, 4cido giroférico; 4, dcido glomelliférico;
5, 4cido oxoestenospérico; 6, dcido divericatico; 7, dcido estenospdrico; 8, acido perlatélico.
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icomprobar su correlacion con otras caracteristicas y si permanece estable bajo
piferentes condiciones ambientales.
~ Paraaquellos liquenes en los que las diferencias quimicas no son correlaciona-
bles con ninguna otra caracteristica, se plantean otros tipos de problemas. La
edad del talo, la hibridacién, la individualidad del talo, la significancia de la dica-
‘riosis sobre la monocariosis y el hébitat, son, entre otros, factores que se han
" tenido en cuenta a la hora de explicar algunos tipos de variaciones quimicas en
talos morfolégicamente idénticos (CULBERSON & CULBERSON, 1958; Brobpo,
1978; KROG & SwINSCOW, 1981; LARSON & CAREY, 1986).

CULBERSON & al. (1977) observan cémo las poblaciones de liquenes dentro
del grupo Parmelia pulla, y para quimiosindromes idénticos, son mucho més esta-
bles, en lo que a las concentraciones relativas de las sustancias del quimiosin-
drome se refiere, en las especies que presentan predominancia de la reproduccién
asexual (isidiadas). Nosotros, MANRIQUE & Rico (datos atin no publicados), tras el
andlisis por técnicas de TLC y HPLC de numerosas poblaciones de algunas especies
del grupo Parmelia pulla del centro de la Peninsula Ibérica [P. pulla Ach. s. str.,
P. verruculifera Nyl., P. delisei (Duby) Nyl. y P. loxodes Nyl.], hemos encontrado
en P. pullas. str. dos razas quimicas que difieren en las concentraciones relativas
de los 4cidos divaricatico y estenospérico, estando en mayor proporcién el pri-
mero (72%) en una de ellas y el segundo (85%) en la otra. Esta especie nunca
presenta isidios, produciendo casi siempre apotecios. Por ¢l contrario, el par isi-
diado de P. pulla, P. verruculifera, aunque siempre contiene los mismos dcidos,
absolutamente en todos los casos, la concentracién de 4cido divaricatico siempre
estd muy por encima (81 %) de la del dcido estenosp6rico (7 % ). Otro tanto ocurre
con el par de especies P. delisei-P. loxodes (no isidiado-isidiado), en lo que res-
pecta a la distribucién de los 4cidos gloméllico y glomelliférico (fig. 2). Estoes, la
reproduccién sexual parece implicar una mezcla de caracteres que resultaria en
una alternancia cuantivativa de las sustancias del quimiosindrome, reflejadaenla
variabilidad observada. jPodria esto querer decir que nos encontramos ante un
taxon, P. pullas. str., que estd derivando hacia su par no sexual, isidiado, segiin
el concepto de POELT (1970, 1972)? Si esto fuese cierto, ademads, parece como si
solo una de las dos razas quimicas de P. pullas. str. es la que adquiere la posibili-
dad de reproducirse por isidios.

BOWLER & RUNDEL (1975) sugieren que los cambios quimicos que se produ-
cen en algunas especies de liquenes con reproduccién sexual del micobionte, pue-
den ser el paso previo a la aparicién de didsporas vegetativas (isidios o soredios),
tdxones estos ultimos mucho mas competitivos que los que poseen reproduccion
sexual. Estos tdxones son idénticos en la morfologia talina, a excepcién de la pre-
sencia-ausencia de isidios. En ciertos grupos de liquenes, las especies con repro-
duccién sexual pueden considerarse como el taxon mis antiguo, pudiéndoselas
asignar diferentes tdxones derivados, idénticos en morfologia, pero con nueva
estrategia reproductiva (isidios, soredios o isidios y soredios), diferencidndose
cada una de ellas entre si por presentar diferencias quimicas, generalmente por
pertenecer a distintos quimiosindromes. En otras palabras, para un mismo tipo
de reproduccion se pueden dar distintos quimiosindromes, que caracterizarian
diferentes lineas evolutivas, y puede que diferentes especies.

En el ejemplo de Parmelia pulla gr. me he referido al conjunto de sustancias
que constituyen un quimiosindrome, pero ademds, en muchos casos, estos qui-
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miosindromes suelen ir acompafiados de otros dépsidos y depsidonas no relacio-
nadas biogenéticamente con las del quimiosindrome. Sustancias como el 4cido
lecanérico y €l 4cido giroférico y la atronorina y cloroatranorina, suelen acompa-
fiar a los diferentes quimiosindromes definidos en el grupo P. pulla. ;Se modifi-
can sus concentraciones relativas de modo paralelo a como lo hacen los compo-
nentes del quimiosindrome o permanecen constantes, mostrando asi su indepen-
dencia?

El hecho de que en P. pulla s. str. se den dos claras variaciones quimiosin-
drémicas pudiera indicar que, las en vias metabdlicas de sintesis de las sustancias
liquénicas, cada paso estarfa controlado por un enzima, con diferente actividad
segin el quimiosindrome de que se trate. Esta evidencia est4 claramente en con-
traposicion a la teoria de los enzimas con especificidad parcial por los sustratos de
CULBERSON & CULBERSON (1976).

Lo dicho hasta el momento parece dejar claro que la evaluacién de los caracte-
res quimicos ha de hacerse teniendo siempre en cuenta el grupo de liquenes en el
que se quieren aplicar. Lo que ademas queda claro es que aiin no esta todo hecho
ni dicho en lo que a la quimica de los liquenes se refiere. Los estudios de c6mo
aparecen los datos quimicos en poblaciones de liquenes aportardn en un futuro
muchas nuevas evidencias que nos ayudaran a comprender cuél es la funcién siste-
matica, fisiolégica o adaptativa de estos productos del metabolismo secundario
de los liquenes.
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