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RESUMEN

El género Usnea es de los mas diversos dentro de la familia Parmeliaceae e incluye entre 300 y 600
especies. Se encuentra ampliamente distribuido en todos los continentes, aunque algunas especies tienen
una delimitacion restringida. La delimitacion de las especies de Usnea es muy compleja, debido a su
gran variacién morfoldgica, anatomica y quimica. A pesar de las revisiones taxondémicas que se han
realizado para el género, la identificacion de caracteres taxondmicos apropiados para describir a algunas
especies sigue siendo imprecisa, por lo cual, la diversidad real del género, asi como las relaciones
filogenéticas entre las especies, aln se desconocen. Debido a que la identificacion de las especies de
Usnhea basada en los caracteres morfoldgicos es compleja, se ha optado por el uso de datos moleculares
en conjunto con la taxonomia tradicional para determinar los limites de las especies dentro del género.
En este estudio se utilizaron datos moleculares de las regiones ITS1 e ITS2 (ITS) de 117 ejemplares del
subgénero Usnea del género Usnea recolectados en el Parque Nacional La Malinche (PNLM), los cuales
se relacionaron con caracteres morfolégicos, anatbmicos y quimicos. Bajo estos criterios, los ejemplares
fueron catalogados en 12 morfotipos. La filogenia obtenida por maxima verosimilitud revel6 cuatro
clados que corresponden con los cuatro subgéneros circunscritos como: Dolichousnea, Eumitria
Neuropogon y Usnea, asi como la seccion Usnea dentro del subgénero Usnea, donde se agrupan la
mayoria de los ejemplares del PNLM. Sin embargo, la resolucién dentro de los clados del subgénero
Usnea esta pobremente resuelta, particularmente en los clados representados por las especies: U.
filipendula, U. wasmuthii, U. lapponica, U. fragilescens, U. glabrata y U. hirta, asi como nueve clados
representados Unicamente por ejemplares del PNLM a los que se les refiri6 como Usnea 1 - 9. Los
morfotipos 11 y 12, diferenciados morfolégicamente por las estructuras de reproduccion asexual y
sexual, respectivamente, se distribuyen en la mayoria de los clados del arbol filogenético. Debido a la
escasez de secuencias de especies de Usnea en las bases de datos, en comparacion al registro taxonémico
de las especies, y a la baja resolucidn filogenética, no se pudieron identificar a los ejemplares del PNLM
a nivel de especie. Los datos obtenidos sugieren que los caracteres morfoanatomicos y quimicos son
altamente homoplésicos en el género y que el PNLM podria abarcar una gran diversidad de especies de
Usnea o bien, podria tratarse de especies con divergencia reciente, lo que impide identificar con certeza
a sus especies 0 reconocer nuevas especies. También es posible que la region ITS estd muy conservada
en los ejemplares analizados. Por lo que aun hace falta generar informacion detallada de los caracteres
fenotipicos informativos y moleculares, incluyendo diferentes loci, de ejemplares de distintas regiones
geogréficas para establecer hip6tesis mas robustas sobre la delimitacion de las especies de los complejos

reconocidos en este trabajo.



ABSTRACT

Usnea is one of the largest genera in the family Parmeliaceae, as includes between 300 and 600 species.
It is distributed worldwide, although some species have a restricted distribution. The delimitation of the
species of Usnea is complicated due to its morphological, anatomical and chemical variation. Despite
the taxonomic reviews that have been made for the genus, the identification of the appropriate taxonomic
characters to describe some species remains imprecise. Consequently, the real diversity of the genus and
the phylogenetic relationships between its species remain largely unknown. Recently, the use of
molecular data together with the traditional taxonomy to determine the limits of the species of genus has
been very useful. In this study, molecular data from the regions ITS1 and ITS2 (ITS) of 117 specimens
the Usnea subgenus Usnea collected in the Malinche National Park (PNLM) were generated and related
with morphological, anatomical and chemical characters. Under these criteria, the specimens were
cataloged in 12 morphotypes. The phylogeny obtained by maximum likelihood revealed four clades that
correspond to the four circumscribed subgenera: Dolichousnea, Eumitria Neuropogon and Usnea, as
well as the section Usnea within the subgenus Usnea, where most of the specimens from the PNLM were
grouped. However, the resolution within the clades of the subgenus Usnea is poorly resolved,
particularly, in the clades represented by the species: U. filipendula, U. wasmuthii, U. lapponica, U.
fragilescens, U. glabrata and U. hirta, as well as nine clades that only clustered specimens of the PNLM
referred to as Usnea 1 - 9. The morphotypes 11 and 12 were found in most clades of the phylogenetic
tree, morphologically differentiated by asexual and sexual reproduction structures, respectively. The low
phylogenetic resolution did not allow the identification of the specimens of the PNLM at species level.
The data obtained suggest that the morpho-anatomic and chemical characters are highly homoplastic in
the genus and that the PNLM might harbours a great diversity of Usnea species. Possibly, the recent
divergence of the genus makes the species very hard to identify with certainty or to recognize new
species. It is also possible that the ITS region is highly conserved in the analyzed specimens. So, it is
still necessary to generate information of diagnostic phenotypic and molecular characters, including
different loci, of specimens from different geographical regions to establish robust hypotheses about the

delimitation of the species of the species complexes recognized in this work.
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1. INTRODUCCION

Los liquenes son organismos que surgen de la asociacion simbidtica entre un hongo denominado
micobionte y uno o mas microorganismos fotosintéticos, i.e. algas verdes y cianobacterias,
denominados fotobionte (Brodo et al., 2001; Nash 111, 2008). Los micobiontes que participan
en la asociacién liquénica son principalmente del phylum Ascomycota y pocos del phylum
Basidiomycota. Los géneros de fotobionte mas frecuentes entre las algas verdes (Chlorophyta)
son Trebouxia, Trentepohlia, Coccomyxa y Myrmecia, y entre las cianobacterias
(Cyanobacteria) se encuentran Nostoc, Scytonema, Stigonema, Gloeocapsa y Calothrix
(Barreno y Pérez-Ortega, 2003; Bungartz et al., 2010). Desde el punto de vista taxonémico y de
acuerdo con las normas del Cédigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Hongos y Plantas
(Stiftung Herbarium Greuter), la clasificacion de los liquenes se basa Unicamente en el
micobionte, es por ello que son ubicados dentro del Reino Fungi (Barreno y Pérez-Ortega, 2003;
Bates et al., 2010).

Durante la asociacion liquénica, el micobionte es beneficiado con el fotosintato que
produce el fotobionte o del suministro interno de nitrégeno que realizan algunas cianobacterias.
El fotobionte recibe la proteccion de la radiacién solar, el suministro de agua y minerales
necesarios para su sobrevivencia y nutricién, asi como el soporte estructural del talo (Purvis,
2000; Brodo et al., 2001; Nahs 111, 2008). La mayoria de los micobiontes son especificos para
la eleccién del fotobionte al momento de formar el talo liquénico (Beck et al., 1998), de tal
manera que las hifas del hongo rodean a las células del fotobionte originando nuevas estructuras
morfologicas (Hawksworth et al., 2005). El grado de liquenizacion es variable ya que algunas
células del fotobionte se asocian al azar con las hifas del micobionte, mientras que otras forman
un talo complejo con capas estratificadas bajo el tejido cortical del micobionte (Nahs 111, 2008).
Esto da lugar a cuatro formas de crecimiento que son: costrosa, foliosa, fruticosa y compuesta

(Herrera-Campos y Liicking, 2009; Bungartz et al., 2010).

Los liquenes se reproducen de forma sexual y asexual (Barreno y Pérez-Ortega, 2003).
El micobionte se reproduce de forma sexual mediante la produccion de esporas por medio de

estructuras reproductivas llamadas apotecios y peritecios, mientras que el fotobionte se
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reproduce solo de manera asexual (Morales et al., 2009). En ocasiones es dificil que las esporas
del micobionte encuentren rapidamente a su socio fotosintético para el restablecimiento de la
simbiosis (Nash 111, 2008), por lo que el talo liquénico genera estructuras asexuales Ilamados
isidios, soredios y soralios que contienen ambos simbiontes para reproducirse de manera asexual

y de este modo puedan desarrollarse y establecerse nuevamente (Gilbert, 2004).

La distribucion de los liquenes es extensa debido a la alta capacidad que tienen para
deshidratarse y permanecer en un estado metabdlicamente inactivo, por lo que son capaces de
colonizar gran variedad de habitats como bosques templados y tropicales, regiones polares,
zonas alpinas y desiertos (Galloway, 2008; Nash 1I, 2008; Araujo 2015). La mayoria de los
liquenes son terrestres, pero algunos pueden crecer en corrientes de agua dulce y en zonas
intermareales (Nash 111, 2008). Crecen sobre todo tipo de sustratos, tales como corteza, hojas,
musgo, suelo, roca, materia en descomposicién, sobre otros liquenes e incluso en materiales
manipulados y/o hechos por el hombre, como vidrio, plastico, aluminio, madera y distintos

materiales de construccion (Thormann, 2006; Herrera-Campos y Liicking, 2009; Sancho, 2011).

La importancia de los liquenes en los ecosistemas es significativa. Pueden ser
organismos pioneros y aparecer en las etapas iniciales de sucesion en algunos ambientes
(Ahmadjian y Hale 1973; Richardson 1988), contribuyen a la formacion de las primeras capas
de suelo, pues son capaces de degradar la roca, participan en la estabilizacion de suelos
desérticos, evitan la erosion e intervienen en la fijacion de nitrdgeno en ambientes oligotroficos
(McCune, 1993; Nash 11, 2008). Desde el punto de vista de conservacion, los liquenes proveen
refugio y alimento para el desarrollo y establecimiento de varios organismos. Ademas, algunas
especies son utilizadas como bioindicadores de la calidad del aire, de la contaminacion por
metales pesados y para conocer la continuidad de los bosques, pues son sensibles a los cambios
ambientales (Purvis, 2000; Brodo et al., 2001; Nimis et al., 2002; Hawksworth et al., 2005).
Desde el punto de vista biotecnologico, son aprovechados por el hombre con fines alimenticios
y de bioprospeccion (Brodo et al., 2001; Muller 2001; Gilbert, 2004).
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Para la identificacion taxondmica de estos organismos, tradicionalmente se utiliza la
morfologia del talo liquénico (coloracion y la presencia de rizinas, maculas, tomento, cilios,
cifelas y pseudocifelas), la presencia de estructuras reproductivas sexuales y asexuales
(apotecios, peritecios, isidios y soredios), la anatomia de las estructuras reproductivas sexuales
(tipo de asca y ascosporas) y la anatomia del talo liquénico (corteza inferior/superior y médula)
(Brodo et al., 2001; Nahs 111, 2008; Ekman et al., 2008) (Figura 1). Otro elemento con valor
taxondmico muy importante en los liquenes es la identificacion de metabolitos secundarios
debido a que tienen influencia en la coloracion del talo liquénico y pueden ser caracteristicos de
especies, géneros e incluso familias (Culberson y Hale, 1973; Lumbsch, 1998; Ament, 2012).
No obstante, se ha demostrado que existe gran variabilidad morfoldgica dentro de algunos
géneros y el nimero de caracteres fenotipicos utiles son a menudo limitados, e.g. en el género
Usnea (Articus et al., 2002; Blanco et al., 2006; Printzem, 2010; Wirtz et al., 2012; Moncada
etal., 2013). Incluso, en manos de expertos resulta complicado identificarlos, puesto que pueden
ser muestras juveniles o fragmentadas que carecen de algunos caracteres, de tal modo que la

identificacion en algunos taxones ha sido cuestionable (Kelly et al., 2011).

Actualmente, la adicion de caracteres moleculares ha sido una herramienta muy valiosa
en la sistematica de los liquenes puesto que 1) ha aportado gran conocimiento sobre el valor
taxondémico de ciertos caracteres morfolégicos y quimicos, 2) ha servido para identificar
especies, especialmente aquellas que son dificiles de clasificar mediante caracteres fenotipicos
0 por ser especies cripticas y 3) ha contribuido a esclarecer muchas de las relaciones
filogenéticas en la clasificacion y taxonomia de los ascomicetos liquenizados (Crespo et al.,
2010; Printzem, 2010; Singh, 2012; Moncada et al., 2013). Ademas, los datos genéticos han
ayudado a resolver problemas sobre genética de poblaciones y biogeograficos, e. g. la variacién
fenotipica entre individuos de una poblacion, cambios evolutivos, flujo génico y deriva génica

(Torstrom, Pangle y Swanson, 2014).

El Parque Nacional La Malinche (PNLM) forma parte de la Faja Volcanica
Transmexicanay se le considera la montafia aislada mas significativa del pais (Yarza de la Torre,
2003), ya que presenta diversidad de ambientes y microclimas que ofrecen héabitats variados

para el desarrollo y establecimiento de diversos organismos que dependen de variables
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ambientales tales como el nivel altitudinal, tipo de vegetacion, incidencia de luz, humedad e
incluso las diferentes actividades antropogénicas que pueden modelar al bosque y completar el
ciclo de vida (Lépez-Dominguez, 2005). Sin embargo, en el PNLM existen grupos de
organismos que han sido poco estudiados y que se consideran de importancia ecolégica, tales
como los liquenes. No obstante, se tiene una estimacién sobre la flora liquénica que alberga esta
region (Tlalmis-Corona, 2017), en el cual se sefiala la diversidad y complejidad en la
identificacion de las especies para ciertos géneros, especialmente para los méas abundantes, entre
ellos, el género Usnea. Considerando las condiciones ambientales y la posicion geogréafica del
PNLM se podria estimar que alberga especies endémicas y/o aun no registradas para este sitio,
por lo que es importante continuar con estudios que ayuden a detectar a estas especies con gran

valor ecoldgico para la conservacion de la biodiversidad.

A Isidios Soredios

Picnidlqsporas
Picnidio

Rizinas

& | capade
= [ fotobionte

inferior

ncinas

Figura 1. Morfologia del talo liquénico. Estructuras reproductivas asexuales (A). Estructuras
reproductivas sexuales (apotecios) (B). Anatomia del talo liquénico (C). Tomado de Barreno y
Pérez-Ortega, 2003.
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1.1. El género Usnea Dill. ex Adans

El género Usnea es un macroliquen de crecimiento fruticoso perteneciente a la familia
Parmeliaceae. Es uno de los géneros con mayor numero de especies, pues se han reportado entre
300y 600 especies, dependiendo de algunos autores (Hawksworth et al., 1995; Herrera Campos,
1998; Wirtz et al., 2006; Kirk et al., 2008; Ohmura, 2012). Es conocido vulgarmente como
“barbas de capuchino” o “musgo de arboles”, lo que hace referencia a su aspecto fisico con
numerosas ramificaciones. Aunque es facil de reconocer, la identificacion de las especies puede

ser considerablemente dificil (Halonen 2000; Araujo, 2015).

Usnea se caracteriza por ser un talo palido de color verde amarillento, aunque en algunas
especies su coloracion puede llegar a ser rojiza, su crecimiento es de simetria radial, tiene un eje
cartilaginoso al interior que recorre todo el talo liquénico y quimicamente contiene acido Usnico
en la corteza (Clerc, 1998). Su tamafio es variable, ya que puede ser un talo pequefio (5 cm),
mediano (20 cm) y en algunos casos llega a alcanzar hasta varios metros de longitud (Tdrra y
Randlane, 2007; Pérez—Vargas et al., 2010). Los fotobiontes que se asocian en Usnea son del
género Trebouxia, alga clorofita de la Clase Trebouxiophyceae y Orden Trebouxiales (Friedl y
Zeltner, 1994). El micobionte es un ascomiceto de la Clase Lecanoromycetes, dentro del orden
Lecanorales (Lumbsch y Huhndorf, 2007).

El género Usnea estd ampliamente distribuido en todo el mundo, se desarrolla en
regiones polares, templadas y tropicales, por lo que se le considera un género cosmopolita. No
obstante, tiene mayor diversidad en bosques templados que en zonas aridas y articas. Tiene una
historia de divergencia reciente, que comenzé en los Gltimos 20-25 millones de afios (Kraichak
et al., 2015; Divakar et al., 2017). Ciertas especies de Usnea tienden a desaparecer en regiones
urbanas, dado que son vulnerables a los contaminantes atmosféricos, por lo que son utilizadas
como bioindicadoras de la calidad del aire y del estado de conservacion de los ecosistemas
(Halonen et al., 1998; Herrera-Campos, 1998; Halonen, 2000). Su principal sustrato de

colonizacidn es la corteza de arboles y ocasionalmente, roca o materia en descomposicion.
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1.2. Caracteres morfoldgicos, anatomicos y quimicos del género Usnea
1.2.1. Morfologia

Talo

Es de crecimiento fruticoso con simetria radial. Cuenta con un punto de anclaje hacia el sustrato.
Su coloracién suele ser verde, verde-amarrillo, rojizo o café. Su habito de crecimiento puede ser
erecto (talo divergente), subpéndulo (claramente divergente de las partes basales y
convirtiéndose pendiente hacia los apices) y péndulo (Halonen et al., 1998; Herrera-Campos et
al., 1998, 2001; Ohmura, 2001) (Figura 2). El tamafio varia entre especies, pueden crecer desde

pocos centimetros hasta varios metros de longitud (Herrera-Campos et al., 1998).
A/L% B W
Figura 2. Habito de crecimiento del género Usnea. A. Erecto, B. Subpéndelo y C. Péndulo.

Tomado de Ohmura, 2001.
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Base

Es el punto de anclaje hasta la ramificacion principal. Su tamafio varia y tiene coloraciones
distintas como café, negro y rojizo, o bien puede ser concoloro, i.e. tener la misma coloracién
del talo (Clerc, 1998; Herrera-Campos et al., 1998, 2001; Ohmura, 2001). Por lo general, hay
un tronco indiviso en la base de la que surgen una 0 mas ramas principales, las cuales se dividen
normalmente en pocas 0 varias ramas secundarias y terminales mas delgadas (Halonen et al.,
1998).

Ramas

Las ramas son circulares en seccion transversal o ligeramente angulosa y en ocasiones pueden
presentar foveolas (hoyos redondos u ovalados en la corteza), también pueden presentar grietas
anulares gque estan recubiertas por una parte medular blanca en forma de anillos de oxalato de
calcio (Halonen et al., 1998). La ramificacion es generalmente dicotdmica, pero, puede ser
anisotémica o isotémica (Ohmura, 2001). A partir de la base del talo liquénico se originan las
ramas principales que comunmente son las mas gruesas, seguidas de las ramificaciones
secundarias que por lo general tienden a ser mas delgadas. Las ramas principales pueden ser
conicas, cilindricas, segmentadas, aplanadas y acostilladas (Halonen et al., 1998; Herrera-
Campos et al., 1998).

Fibrillas

Tienen apariencia de ramas juveniles, pueden ser cortas o largas, suelen ser espinulas
(abundantes) o dispersas y se les considera como una estructura de propagacion vegetativa
(Clerc, 1984; Herrera-Campos et al., 1998).

Soralios

Son estructuras que desarrollan propagulos asexuales. Pueden ser farinosos o granulares, su
origen se da en la corteza del talo, su tamafio es relativo al grosor de la rama en el que se
desarrolla. Tienen forma circular, longitudinal oblongo, irregular o punctiforme. Pueden ser
densos, dispersos o parcialmente confluentes y se localizan principalmente en las ramas

terminales, en las ramas secundarias y en las fibrillas (Herrera-Campos et al., 1998).
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Isidiomorfos
Son proyecciones sobre la corteza o sobre los soralios en forma de pequefios dedos, su estructura
interna es similar a la del resto del talo (Herrera-Campos et al., 1998). Carecen del eje central y

sirven como progagulos vegetativos (Halonen et al., 1998).

Apotecios

Son estructuras reproductivas sexuales del talo por parte del micobionte, tienen apariencia de
discos, comunmente pruinosos y son de tipo lecanorino. Tienden a tener una coloracién naranja-
rosado, verde-amarillento o rara vez café oscuro. Cuentan con fibrillas alrededor del margen y
pueden presentar soredios e isidiomorfos (Halonen et al., 1998). Las ascas contienen ocho

esporas incoloras simples, hialinas y elipticas (Araujo, 2015).
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1.2.2. Anatomia

Corteza

Es la capa superior del talo liquénico, puede ser duray de apariencia mate o brillante. La corteza
estd compuesta por plecténquima (tejido falso) de hifas con crecimiento radial o irregular
(Halonen et al., 1998). Cuenta con dos tipos de hifas, 1) leptodermatosas, hifas con pared celular
delgada, y 2) paquidermatosas, hifas con pared celular extremadamente gruesas (Ohmura,
2001). Puede presentar papilas (protuberancias de tejido cortical) o tubérculos (protuberancias
de tejido cortical y la médula) (Herrera-Campos, et al., 1998; Ohmura, 2001). Su coloracion
varia de pajizo pélido a amarillo palido, amarillo intenso, verde-amarillento, gris verdoso o

raramente roja (Halonen et al., 1998; Truong et al., 2011).

Médula

Es el espacio entre la corteza y el eje central. Estd conformada por hifas del micobionte (Halonen
et al., 1998). Es de apariencia laxa (hifas muy separadas), densa (hifas individuales pero
aglutinadas) o compacta (hifas completamente aglutinadas) y puede ser de color rosa, rojizo,

amarillo o marrén (Herrera-Campos, et al., 1998).

Eje central

Es un cordodn cartilaginoso que se encuentra a lo largo de todo el talo liquénico. Usualmente es
de color blanco, pero también puede ser grisaceo, rosado, amarillo, naranja o marrén. El eje
central estd rodeado por la médula, en la que las hifas varian en disposicion desde la parte
aracnoidea hasta la compacta (Halonen et al., 1998). Esta compuesto por prosénquima (hifas
alargadas y paralelas), por lo que hay dos tipos de eje central, fistuloso y sélido. El fistuloso se
caracteriza por presentar un hueco o perforaciones dentro del eje, mientras que el sélido no tiene
huecos en toda su longitud. En ocasiones puede haber fistulas en las partes viejas del talo
(Ohmura, 2001).
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Proporcion de la corteza, médulay el eje central (CMA)

Estas proporciones son medidas para diferenciar entre especies de Usnea (Ohmura, 2001). Estos
tres caracteres son medidos en la rama principal de la parte mas ancha del talo liquénico, al
hacer un corte longitudinal en la mitad de la rama, se mide el grosor de la corteza, la médula y
el eje (Figura 3). La medida relativa en porcentaje se determina con respecto al grosor total de
la rama (Clerc, 1984; Herrera-Campos et al., 1998). Para calcular las medias y el porcentaje de

corteza, médula y el eje central (CMA) se utilizan las siguientes ecuaciones:
C =(cl +c2)/2, M=(ml+m2)/2, B=2C+2M+A,
% C = (C/B) x 100,
% M = (M/B) x 100,

% A = (A/B) x 100

Donde C es el grosor de la corteza, M es el grosor de la médula, A grosor del eje central y B es

el grosor total de la rama.

C1
- v —-
m1 §
A B
m2 §
-- H Yy .
c2

Figura 3. Seccion longitudinal de la parte mas gruesa de la rama principal. C1, C2, corteza; M1,
M2, médula; A, eje, B, anchura total de la rama. Tomado de Clerc (1987).
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1.2.3. Quimica

Los liguenes producen una amplia gama de metabolitos secundarios como azucares, acidos
grasos, lactonas macrociclicas, aromaticos monociclicos, quinonas, cromonas, Xantonas,
terpenoides, esteroides y carotenoides que se acumulan en el talo. EI micobionte es el
responsable de biosintetizarlos, su funcion esta relacionada con los mecanismos de defensa y
para contrarrestar las condiciones adversas del ambiente (Nahs 111, 2008). Algunos de estos
compuestos, también Ilamados sustancias o acidos liquénicos, son utilizados para la
identificacion y clasificacién taxondémica de los liquenes, especialmente para aquellos grupos
con escasos caracteres morfolégicos (Hale, 1983; Araujo, 2015). Aproximadamente se conocen
alrededor de 850 &cidos liquénicos de los cuales el 50% sélo pueden obtenerse de esta asociacién
simbiotica (Nash 11, 2008).

Para la identificacion especifica y precisa de estos metabolitos secundarios se emplea la
cromatografia en capa fina, descrita y estandarizada por Culberson en 1972. De igual forma se
emplean técnicas de tincion para inferir algunos acidos liquénicos, esta técnica consiste en
aplicar pequefias gotas de Hidroxido de Potasio (KOH) al 10%, Hipoclorito de Calcio (Ca
(ClO)2) y Parafenilendiamina en Alcohol Etilico al 95% en la corteza y la médula del talo
liqguénico. Cuando las reacciones son positivas dan una coloracién amarilla, naranja, rojo o
purpura (Brodo et al., 2001; Nash Il et al., 2002).

La caracterizaciéon de los acidos liquénicos es de gran ayuda en la identificacion de
algunas especies de Usnea, ya que la mayoria de los taxones son muy variables y pueden
expresar diferentes quimiotipos (Halonen et al., 1999). El acido Usnico es caracteristico del
género Usnea y su acumulacion en el talo influye en la coloracién amarillenta, verde o rojo del
talo liquenico (Herrera-Campos et al., 1998; Nybakken y Gauslaa, 2007). Clerc (1998)
menciono que los talos de Usnea expuestos a una mayor cantidad de radiacion solar son de color
amarillento, mientras los que se encuentran en situaciones de sombra son de color verde

griséaceo, reflejando asi la escasa concentracion de acido Usnico en la corteza.
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2. ANTECEDENTES

Algunos autores han hecho revisiones de las especies en el género Usnea y mencionan que de
los 770 nombres que se han publicado, aproximadamente el 50% pueden ser sindnimos (Clerc,
1998). Por ejemplo, se ha reportado un efecto muy importante de diferentes pardmetros
ambientales en la modulacién de la variacion entre los individuos dentro de las especies de
Usnea. Ademas, en las especies con reproduccion sexual, las diferencias en parametros
ambientales y genéticos pueden tener un papel importante en la variacion intraespecifica,
mientras que, en las especies con reproduccion asexual, los parametros ambientales pueden
tener un efecto sobre las diferencias individuales entre clonas (Clerc, 1998). Ante esta situacion
muchos autores reconocen la importancia de las especies con gran variacion y potencial de
diversificacion genética, morfologica y quimica entre las poblaciones y, en consecuencia, se han
considerado diferentes morfotipos, por lo que existe una gran discusion sobre el valor de los
caracteres utilizados por los taxénomos en el género Usnea para la delimitacion de sus especies,

asi como se muestra en la figura 4.

Soralios

NN
T

Forma de ramas
Isidiomorfos
Fibrillas
Papilas-Tuberculos
Longitud del talo
| Color

Pigmentacion de la parte basal
| Geografia
| Espesor del talo

% de utlizacion de claves

Brillo del cortex
! Faveolas
Rigidez del talo

0

Caracteres

Figura 4. Principales caracteres utilizados por los taxdnomos para identificar las especies del
género Usnea, indicando en porcentaje la utilizacion de claves de identificacion. Se
seleccionaron las siguientes claves de identificacion: barras negras (Tomada de Clerc, 1998).
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Un importante numero de estudios en liquenes que utilizan datos de secuencias de ADN
han demostrado la incongruencia entre la delimitacion de especies basada en rasgos fenotipicos
y las reconstrucciones filogenéticas, revelando frecuentemente la presencia de distintos linajes
dentro de un mismo taxon nominal (Kelly et al., 2011; Lumbsch y Leavitt, 2011). Estos estudios
han revelado diferencias sutiles, morfoldgicas o quimicas, dentro los distintos linajes, que no se
habian considerado previamente. Muchos de estos taxa suelen ser referidos como semi-cripticos.
El término semi-criptico indica que nuestra actual interpretacion de la morfologia de los liquenes
es inadecuada y que numerosas delimitaciones de especies basadas en la morfologia de los
liquenes estan muy simplificadas. Ejemplos de esto se pueden encontrar en las familias
Acarosporaceae (Wedin et al., 2009), Teloschistaceae (Muggia et al., 2008), Graphidaceae
(Lumbsch et al., 2008), Lecanoraceae (Leavitt et al., 2011) y muchos géneros dentro de
Parmeliaceae (Kroken y Taylor 2001; Molina et al., 2004; Divakar et al., 2005; McCune y
Schoch 2009), incluida Usnea (Seymour et al., 2007; Wirtz et al., 2008).

Ante dicha incertidumbre, se han desarrollado métodos que calculan las distancias inter-
e intraespecificas derivadas de arboles filogenéticos de Maxima Verosimilitud inferidas a partir
de secuencias de ADN para la deteccion de complejos de especies. Asi, basandose en distancias,
estos métodos utilizan umbrales de distancias genéticas para identificar a las especies. Este
método ha demostrado su utilidad para identificar complejos de especies con alta diversidad
genética en liquenes parmeloides (Kelly et al., 2011; Lumbsch y Leavitt, 2011). Estos métodos
basados en distancias genéticas pueden aplicarse a bases de datos de secuencias de un solo gen,
e. g. datos de codigo de barras de ADN (Seifert, 2009; Kelly et al., 2011). Los estudios de codigo
de barras de ADN también han sido valiosos instrumentos para la identificacion de especies
cripticas (Johnson et al., 2008; Zemlak et al. 2009; Le Gall y Saunders, 2010). Actualmente, se
ha estado utilizando como cddigo de barras de ADN la region del Espaciador Transcribible
Interno (ITS) del ADN ribosomal nuclear en hongos formadores de liquenes para la
identificacion de especies (Kelly et al., 2011).
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2.1. Primeros estudios moleculares del género Usnea

El primer estudio molecular sobre el género Usnea fue realizado por Ohmura (2002),
donde se analizaron los rangos infragenéricos del género Usnea con los subgéneros Usnea
(secciones Usnea y Ceratinae), Eumitria y Dolichousnea. En dicho estudio se incluyeron 21
especies de Japon y Taiwan para delimitar al género. Las secciones Usnea y Ceratinae tuvieron
una relacion filogenética con bajo soporte con el subgenero Eumitria y de acuerdo con los datos
obtenidos se validé a los subgéneros Eumitria y Dolichousnea dentro del género Usnea debido
a que estos forman grupos monofiléticos altamente soportados. Ohmura (2001, 2002)
caracterizd morfologicamente a estos subgéneros haciendo énfasis en las diferencias de la

estructura de la corteza. Sin embargo, no se incluy6 material de Neuropogon.

Neuropogon comparte muchos caracteres morfoldgicos con Usnea y se ha considerado
como subgénero de Usnea por algunos autores (e.g. Motyka, 1936-1928 citado por Clerc, 1998;
Walker, 1985). Sin embargo, otros autores habian hecho énfasis en sus autopomorfias, su
ecologia exclusivamente saxicola y su distribucidn exclusiva en regiones polares y alto-andinas
y lo aceptaron como género valido (Krog, 1976, 1982; Galloway, 1983). La aceptacion de
Neuropogon como género fue evidente en gran cantidad de claves y literatura liquenoldgica
(Galloway, 1985, 1992; Malcom y Galloway 1997; Stevens, 1999). Articus (2004), analizé las
filogenias moleculares basadas en las secuencias nucleotidicas de ITS-LSU y parte de la region
de la B-tubulina para investigar la relacion de Neuropogon con Usnea, Eumitria y Dolichousnea.
Este autor obtuvo una filogenia con dos clados bien soportados, uno que agrupa a los subgéneros
Usnea y Neuropogon y otro que muestra una estrecha relacion entre los subgéneros Eumitria y
Dolichousnea formando un grupo hermano monofilético bien soportado, como subgéneros de
Usnea que habia planteado Ohmura. En este estudio se propuso que el subgénero Dolichousnea
fuera elevado a nivel genérico, argumentando que este grupo estad bien caracterizado y
delimitado morfolégicamente. Sin embargo, su propuesta no tuvo mucho eco en la literatura

liquenologica.
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En el 2013, Truong et al., realizaron un estudio sobre las relaciones filogenéticas de 52
especies de Usnea, basadas en las secuencias nucleotidicas de ITS, LSU y los genes codificantes
de las proteinas RPB1 y MCM?Y. La filogenia derivada de los datos concatenados revel6 que el
género Usnea se subdivide en cuatro clados altamente soportados, correspondientes con los
subgéneros tradicionalmente circunscritos: Eumitria, Dolichousnea, Neuropogon y Usnea, en
donde el primero de ellos se encuentra en una posicion basal. Sin embargo, el estudio revel6 que
los caracteres morfoldgicos que se han utilizado para describir a los subgéneros son a menudo
homopléasicos por lo que la caracterizacion de estos subgéneros se mantiene ambigua. En
consecuencia, a estos clados (Eumitria, Dolichousnea, Neuropogon y Usnea) no se les otorgd
ningun rango genérico. Por otro lado, dentro del clado Usnea la mayoria de las especies se
reconocieron como monofiléticas y altamente soportadas, aunque hay especies gue ain no han
sido resueltas. La circunscripcion de especies es, entonces, muy compleja en este grupo de

hongos liquenizados debido a la alta plasticidad morfoldgica de las especies.

Por otra parte, existen estudios en los que se reconoce una problematica acerca de la
identidad de especies dentro del género, especialmente para aquellas que tienen diferentes
estrategias reproductivas, i.e. las apoteciadas y las sorediadas. Articus et al. (2002) realizaron
un estudio con datos del ADN ribosomal (ITS y LSU) y de la B-tubulina para conocer la relacion
filogenética entre Usnea florida y U. subfloridana. Estas especies han sido reconocidas desde
hace mucho tiempo mediante la taxonomia tradicional, donde la diferencia morfoldgica que las
distingue es la presencia de estructuras reproductivas, i.e. U. florida presenta apotecios y U.
subfloridana soralios. En dicho estudio se muestra que los especimenes de U. florida y U.
subfloridana forman dos grupos con especimenes mezclados con presencia de apotecios y
soralios, por lo que no forman linajes monofiléticos independientes a las estructuras

reproductivas como se esperaba.
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Mark et al. (2016) pusieron a prueba la monofila de 18 especies de la seccién Usnea del
subgénero Usnea identificada por Articus (2004) y Truong et al. (2013), considerando las
incongruencias entre las circunscripciones morfologicas y las moleculares debido a la gran
variacion y complejidad de los caracteres diagnosticos. En su estudio incluyeron especies de
América del Norte y Europa, con talos que presentan estructuras de reproduccion sexual y
asexual, asi como talos arbustivos y colgantes. Utilizaron seis loci: ITS, espaciador intergénico
(IGS) y 4 genes codificantes de proteinas (B-tubulina, MCM7, RPB1 y RPB2). El analisis
concatenado, asi como la delimitacion de especies basada en coalescencia recupera varios clados
donde se incluyen especies reconocidas por taxonomia tradicional, mientras que otros clados
forman grupos de dos 0 més especies mezcladas. Ademas, identificaron algunas sinonimias, e.g.
Usnea subterilis y Usnea lapponica y reconocieron e identificaron a una especie nueva para
Estados Unidos.

2.2. Estudios de Usnea en México

En Meéxico existen estudios sobre la distribucion de algunas especies de Usnea, aunque, la
mayor parte de las investigaciones estdn basadas en registros de presencia con un enfoque
floristico (Herrera-Campos, 1998; Herrera-Campos et al., 1998, Herrera-Campos et al., 2001).
La distribucion real de los diferentes taxones de Usnea es desconocida en México, puesto que
hay zonas que ain no han sido exploradas (Herrera-Campos, 1998) y tampoco se han hecho

estudios profundos para conocer e identificar los posibles endemismos.

Herrera-Campos (1998) reportd 43 especies y cuatro agregados de Usnea en bosques
templados de diferentes localidades del pais. En su estudio empled una combinacion de
caracteres morfoldgicos, anatdbmicos y quimicos, y propuso algunos caracteres diagndsticos para
la identificacion de algunas especies, mientras que en otras se limito a reconocer razas quimicas,
aungue sin reconocer un nivel taxonémico. Posteriormente, Herrera-Campos et al. (2001)
revisaron el complejo de Usnea fragilescens en México, tomando en cuenta los caracteres

morfoldgicos, anatdbmicos, quimicos y de distribucidn, y reportaron nuevas especies para el pais.
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Ament (2012) realiz6 el primer estudio molecular sobre Usnea en México donde utilizd
datos moleculares de tres loci, i.e. ITS, MCM7 y TSR1, en combinacion con taxonomia clasica,
incluyendo datos quimicos para delimitar algunas especies del género Usnea pertenecientes a
diversos bosques templados del pais. Este autor propuso a U. entoviolata como especie criptica
dentro del agregado de U. ceratina, encontro evidencia para rechazar cuatro pares de especies,
reporto tres nuevos registros para México y otras posibles para la ciencia. También confirmo
especies ya identificadas de Usnea por lo que permitio evaluar preliminarmente la relacion entre

poblaciones de diferentes continentes.

En el 2017, Tlalmis-Corona realiz6 un estudio taxonémico sobre la flora liquénica en el
Parque Nacional La Malinche, muestreando desde los 2,800 hasta los 4,000 msnm abordando
gran parte de la estructura arbdrea de los rangos altitudinales. En dicho estudio se reportaron 71
especies de 23 géneros. De estos, Usnea fue uno de los méas abundantes en todo el Parque
Nacional La Malinche (212 ejemplares de un total de 1,408). Dada la complejidad morfoldgica
entre las especies del género, solo se llego a identificar a Usnea florida y U. subfloridana
representadas por 22 ejemplares, 9 y 13 respectivamente, el resto de los ejemplares fueron

agrupados en morfotipos de acuerdo con caracteres morfol6gicos compartidos.

El género Usnea posee una gran complejidad morfoldgica, anatdbmica y quimica, asi
como una alta plasticidad fenotipica que ha dificultado la correcta identificacion taxonémica de
sus especies. Esto ha generado un gran nimero de nombres sindnimos para una sola especie y
la existencia de complejos de especies, en donde no es claro cudles son los caracteres con
importancia taxondémica. Debido a esta problematica, no se ha podido conocer con exactitud la
diversidad que presenta este género. Por lo que es importante continuar con estudios donde se
incluyan otras herramientas para una precisa identificacion, tales como caracteres moleculares

en relacidn con caracteres taxondmicos informativos.
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3. JUSTIFICACION

La presente investigacion generara informacion sobre la diversidad de especies del género
Usnea presentes en los bosques de alta montafia del Parque Nacional La Malinche. La
informacion sobre los caracteres morfoldgicos, anatdmicos, ecoldgicos y quimicos se
correlacionara con la posicion filogenética de las secuencias ITS1 e ITS2 de los ejemplares
recolectados y su relacion con secuencias de las bases de datos. La delimitacion e identificacion
de las especies es crucial para el monitoreo y conservacion de la biodiversidad y para conocer
los factores que conducen a la diversificacion de las especies. Recientemente, los avances en las
herramientas moleculares han aportado informacion valiosa que ha contribuido a diferenciar
especies externamente similares e identificar caracteristicas morfoldgicas para discriminar entre
ellas. Usnea es un género en el que se han encontrado incongruencias en la identificacion de
especies basadas en datos fenotipicos. Es necesario, entonces, desarrollar investigaciones que
combinen datos fenotipicos y datos moleculares para establecer hipétesis robustas de los limites

de especie en este grupo importante de hongos.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general:
Contribuir al conocimiento de la diversidad del género Usnea subgénero Usnea del Parque
Nacional La Malinche considerando caracteres genéticos, morfoldgicos, quimicos, anatdbmicos
y sitios de colonizacion.

4.2. Objetivos particulares:

1) Reconocer diferentes morfotipos de talos liquénicos de Usnea empleando caracteres

morfologicos, anatdmicos y quimicos.

2) Conocer las posiciones filogenéticas de las especies del subgénero Usnea con base en

secuencias de las regiones ITS1 e ITS2.

3) Analizar la variabilidad quimica, morfoldgica y ecoldgica de los filotipos de Usnea.

29



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Area de estudio

El Parque Nacional La Malinche (PNLM) esté ubicado entre los estados de Tlaxcalay Puebla'y
se localiza en las coordenadas geograficas 19° 06’ 30°°- 19° 20’ 19’ Latitud Norte y los 97° 55’
32’7 - 98° 09’ 55’ de Longitud Oeste. Comprende una superficie total de 46,093 ha, de las
cuales 33,032 ha corresponden al estado de Tlaxcalay 12,679 ha al estado de Puebla, su rango
altitudinal va de los 2,200 msnm hasta los 4,461 msnm (L6pez-Dominguez y Acosta, 2005;
Montero, 2012). Se encuentran distintos tipos de vegetacion en diferentes altitudes en las que se
desarrollan diversas asociaciones como bosque de Pinus L. —Quercus L., de Quercus—Alnus
Mill, de Pinus—Quercus—Abies Mill y de Pinus—Quercus-Alnus (Villers-Ruiz et al., 2006;
Lopez-Dominguez y Acosta, 2005).

5.2. Trabajo en campo

El trabajo de campo se realiz6 entre octubre de 2017 y enero de 2018. EI PNLM se dividio6 en
tres orientaciones geograficas: Sur, Este y Oeste (Tlalmis-Corona, 2017). En cada orientacion
se recolectaron ejemplares de talos liquénicos con rasgos caracteristicos del género Usnea
subgénero Usnea (arbustivos, color verde-amarillento y con eje central) en diferentes altitudes,
a partir de los 3,100 msnm donde se establece Usnea, abarcando las diversas asociaciones de
vegetacion como bosque de Pinus-Alnus, de Pinus—Alnus—Abies y bosque de Pinus (Villers-
Ruiz et al., 2006; Lépez-Dominguez y Acosta, 2005; Tlalmis-Corona, 2017) (Figura 5, Tabla
1).

Con la finalidad de explorar y recolectar la mayor diversidad de especies del género
Usnea, se realizé un muestro oportunista cualitativo (Sipman, 1996; Tlalmis-Corona, 2017). Los
ejemplares fueron recolectados de manera directa en los diferentes forofitos del sitio de muestro,
se colocaron en bolsas de papel estraza rotuladas con la informacion correspondiente al area de

estudio: posicion geografica, altitud, forofito, fecha y nombre (Céaceres et al., 2007, 2008).
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Figura 5. Mapa del Parque Nacional La Malinche donde se muestran los puntos de muestreo.

Tabla 1. Descripcién del componente arboreo de las altitudes muestreadas del PNLM.

. Transectos?
Altitud
Este Oeste Sur
Arboles jovenes de Abies Estrato arbore,o de Pinus Bosque de Pinus-Alnus,
. montezumae, arboles altos .,
religiosa, zona expuesta a arboles  jovenes, zona
y maduros, zona expuesta a
luz, rocas y suelo desnudo expuesta a luz con poco
3100 msnm luz, presenta poco
con poco sotobosque. SotobosaLe sotobosque.
19°14°70.3”” N 19013,2% 8;’ N 19°11°59.4> N
97°59°59.5” W 98°04°54.3°° W 97°59°22.9”” W
., . ArboIeSJover_1e_symaduros Bosque de Pinus-Alnus,
Vegetacion dominantede A. de A. religiosa, zona arboles i6venes v maduros
religiosa, baja densidad de expuesta a luz, suelo Jovenes y ’
luz con pendientes desnudo escaso PO¢8 densidad de luz,
3400 msnm . ' escaso  sotobosque con
pronunciadas. sotobosque con  zonas endientes oronunciadas
19°14°65.8° N afectadas por tala. 29012,20 8I’O’ N '
98°00°76.2° W 19°14°34.2> N 98°00°00.3°> W

98°03°23.6° W
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Continuacion Tabla 1
Densidad de arboles altos Vegetacion de  Pinus
y maduros de A. religiosa, hartwegii y A. religiosa,
presencia de musgos, pendientes pronunciadas,
3700 msnm  zona con pendientes zona cerrada a luz, con

Dominancia de P. hartwegii
y A. religiosa, arboles altos
y maduros con pendientes
pronunciadas.

pronunciadas. poco sotobosque. o1 vy
19°14°08.0°* N 19°14°23.8"° N e
98°01°45.0”” W 98°02°49.2 W '
P. hartwegii maduros y Zona pedregosa, I\D/egetaﬁlon d(?.m'nar,]tf) Ide
altos, zona expuesta a luz vegetacion dominante de P. . ;S artwegll, —arboies

: . S L jovenes y maduros, mucho
con pendientes hartwegii, arboles jovenes .
. X sotobosque, zonas abiertas a

4000 msnm  ligeramente y maduros, zona abierta a :
i luz y pendientes

pronunciadas. luz y poco sotobosque. ronunciadas
19°14°24.4 N 19°14°32.9’ N 29013,33 17 .N
98°01°40.1” W 98°02°14.1”° W 98°02°25.8"" W

2| os transectos Este y Oeste corresponden al estado de Tlaxcala y el transecto Sur al estado de Puebla.

5.3. Trabajo de laboratorio

Los ejemplares recolectados se almacenaron a -20°C hasta el momento de realizar los analisis
moleculares. Se seleccionaron aquellos talos liquénicos completos sin tener preferencia por el
tamanfo. Se realizo la curacion de los ejemplares, donde se eliminé toda la maleza posible y se

procedi6 a analizar los caracteres moleculares, morfolégicos, quimicos y anatomicos.

5.3.1 Caracterizacion morfoldgica, anatomica y quimica

El estudio morfologico y anatdmico se realizd bajo microscopio estereoscopico (Olympus, EE.
UU.), en el que se determin0 la presencia/ausencia de apotecios, soralios, isidiomorfos, surcos
anulares y fibrillas y se determind el color de la base del talo liquénico. Se midi6 la proporcién
de CMA con la ayuda de fotografias con una resolucién de 4080 x 3072 dpi tomadas con ayuda
de un estéreomicroscopio marca Olympus SZX7 conectado a una camara digital Olympus
DP10. El tamafio de las esporas se midié por medio de fotografias de 1024 x 768 dpi resolucion
capturadas por medio de un microscopio de campo claro marca Zeiss modelo Axioskop 2 Plus
conectado a una camara digital Infinity 1. Ambas cadmaras estaban controladas por una
computadora a través de software de digitalizacion de imagenes Image Pro-Plus version 4.5.

Las mediciones se realizaron mediante una rejilla calibrada con los objetivos correspondientes.
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Para la caracterizacion quimica se realizaron las pruebas de tincion tal como se explico
en el apartado de quimica de los talos liquénicos (Brodo et al., 2001; Nash Il et al., 2002). Se
aplicaron pequefias gotas de los reactivos: KOH 10% y Ca(CIO), (conocido como reactivo C).
Asimismo, se aplicaron los reactivos KOH y C uno seguido del otro, reaccion indicada como
KC. Como control negativo de reactivos se aplicd una gota de agua destilada estéril. Cuando las
reacciones fueron positivas presentaron una coloracion amarilla, naranja y rojo. También se
observo la fluorescencia del talo liquénico ante luz UV, teniendo como control positivo a un

ejemplar previamente caracterizado.

5.3.2 Extraccion de ADN

Se utiliz6 el método modificado de Buffer de KCI para la extraccion del ADN (Sook-Young et
al., 2014). Se tomaron 10 mg del talo liquénico que se colocaron en un tubo Eppendorf® estéril
de 1.5 ml, se afiadieron 300 pL de buffer de KCI [100 mM Tris HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA
(pH 8.0), 1M KCI] y se triturd con una varilla de vidrio estéril. Una vez triturada la muestra, se
mezcld por inversion fuertemente (aproximadamente 20 veces) para homogenizar la mezcla.
Posteriormente se le adicionaron 300 pL de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y nuevamente
se invirti6 20 veces. En seguida, se centrifugé la muestra durante 1 min a 12,000 rpm a
temperatura ambiente. Se extrajo la capa acuosa (aproximadamente 300 L) y se transfirid a un
tubo Eppendorf® nuevo de 1.5 mL. EI ADN se precipito con 180 uL (60% del volumen total)
de isopropanol frio, se mezcld por inversion muy suavemente y se centrifugé durante 1 min a
12,000 rpm a temperatura ambiente. La pastilla resultante de ADN se lavo con 300 puL de etanol
al 70% y se dejo secar a 65 ° C en un concentrador de vacio durante 10 min (Vacufuge,
Eppendorf, EE. UU.). Posteriormente la pastilla se resuspendio en 100 puL de solucion TE 1x
(Tris-HCI1 10 mM pH 8.0) y se dejo6 en incubacion en un blogue de calor durante 5 min a 65 °
C. La calidad del ADN extraido se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %
en regulador TAE 1x [Tris-HCI 10 mM (pH 8.0), EDTA 1mM (pH 8.0)].
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5.3.3. Amplificacién y secuenciacion de la region ITS1-1TS2

Se utilizo la region ITS1-ITS2 (ITS) del ADN ribosomal como blanco molecular. Se utilizaron
los iniciadores que se muestran en la tabla 2 y que contienen los adaptadores para la plataforma

de secuenciacion lllumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA).

La mezcla de reaccion para la PCR (25 pL) contuvo 1X de regulador, 10 mM de cada
uno de los cuatro desoxiribonucleétidos trifosfato (ANTPs), 10 M de cada iniciador, 0.7 U de
ADN polimerasa y 20 ng de ADN metagendmico. Los parametros del ciclo térmico fueron:
desnaturalizacion durante 5 min a 94 °C, seguido por 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 48°C, 90
s a 72°C y un alargamiento final durante 5 min a 72 °C. Los productos de PCR se visualizaron
por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Posteriormente se purificaron utilizando
el kit DNA Clean (Zymo Research, Irvine, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La cuantificacion de los productos de PCR se realiz6 mediante PicoGreen dsDNA
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) utilizando un Fluoroespectrometro Nanodrop 3300
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y se combinaron en cantidades equimolares
para su secuenciacion. La secuenciacion se llevd a cabo en llumina MiSeq por el Servicio de

Secuenciacion DNA Macrogen (Sedl, Corea).

Tabla 2. Iniciadores utilizados para obtener las secuencias de ITS de Usnea.

Regién . i ., e o Longitud aproximada
genémica Iniciador  Direccién Secuencia (5'-3") del producto Autor
CTA CGG GIG Gardes 'y
ITS1 Forward GCW GCA G . Bruns, 1993
IS Aproximadamente -
| TS4 Reverse GAC TAC HVG 650 pb White et al.,
GGT ATCTAATCC 1990
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6. ANALISIS DE DATOS

6.1. Andlisis de calidad de las secuencias

Los analisis de las secuencias se realizaron con el software QIIME version 1.9.1. (Caporaso et
al., 2010). El control de calidad se llevo a cabo mediante el script split_libraries.fastq.py. Se
eliminaron las secuencias con umbral de calidad menor a 30 PRHED% Yy aquellas con
nucleotidos sin resolver. Las quimeras se detectaron de novo utilizando Chimera Slayer (Hass

etal., 2011) y se eliminaron usando el script filter_fasta.py.

6.2. Andlisis de las secuencias del ITS

Se selecciond la region ITS por su amplio uso en la taxonomia micoldgica y liquenoldgica para
inferir las relaciones filogenéticas de grupos muy diversos y para tratar problemas de
delimitacidn de especies, debido a su elevada variabilidad interespecifica (Schoch et al., 2009;
Araujo, 2015). La regién ITS estd formada por tres subregiones: ITS1 (Internal Transcribed
Spacer 1), 5.8S (una de las partes integrantes de la subunidad 60S de los ribosomas eucariotas)

e ITS2 (Internal Transcribed Spacer 2) (Figura 6).

650 pb
TSI (TS3 mmmp
18s rDNA ITS1 =58 ITS2 28s rDNA
rDNA =l
4= TS2 4= TS4
Region ITS

Figura 6. Localizacion del iniciador para secuenciar la region del ITS utilizado en este estudio
para Usnea.

Las secuencias de buena calidad y no quiméricas de las regiones ITS se sometieron a una
busqueda de secuencias similares en GenBank por medio del programa BLASTN en la pagina

del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). También se buscaron secuencias de géneros
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hermanos de Usnea para la delimitacion del género. Las secuencias relacionadas se
seleccionaron con un criterio taxonémico y que reflejaran las relaciones filogenéticas de la
secuencia problema con las secuencias previamente reconocidas. En total se seleccionaron 114
secuencias. El grupo externo se selecciono con base en estudios previos (Truong et al., 2013),
asi como los grupos hermanos (subgéneros) del clado Usnea que se describieron en trabajos
anteriores (Ohmura, 2002; Articus, 2004; Truong, et al., 2013).

6.3 Alineamiento de secuencias y analisis filogenético

Para obtener el alineamiento definitivo de las secuencias, se realizaron multiples alineamientos
mediante el programa CLUSTALX version 2.0 (Larkin et al., 2007). EI mejor alineamiento
resultante se visualizd y se editd manualmente verificando particularmente las zonas con gaps.
Se elimino la secuencia del 5.8S rRNA dado que es una region muy conservada. Se utilizé el
software SEAVIEW para la editar y visualizar el alineamiento (Galtier et al., 1996).

Los analisis filogenéticos se realizaron por métodos de Maxima Verosimilitud con el
programa 1Q TREE (Nguyen et al., 2015). El modelo de sustitucion y los parametros de
estimacion se determinaron con Criterios de Informacion Bayesiana utilizando ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al., 2017). EI mejor modelo de sustitucion fue GTR+F+G4. Se
establecieron 1,000 aleatorizaciones tipo Bootstrap (BS) para calcular los valores de soporte de
rama. Se considero a los clados bien soportados cuando su valor de BS fue igual o mayor al
75%. El &rbol filogenético resultante se visualiz6 y de edité con el programa FigTree v1.4
(Rambaut, 2009).

6.4 Analisis de distancia genética

Se realiz6 un analisis de distancia genética en cada uno de los complejos para obtener la
diferencia genética entre las secuencias de los ejemplares de Usnea del PNLM con las
secuencias de GenBank. Para este analisis se utilizé el programa MEGA version 4.2.4.0. Se

construyeron matrices de distancia p a partir de alineamientos de cada complejo (Anexo 1-8).
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7. RESULTADOS

Se recolectaron y se caracterizaron quimiomorfologica y molecularmente a 117 ejemplares de
Usnea, de los cuales 25 pertenecen a la ladera Sur, 37 a la Oeste y la mayor parte con 57
especimenes a la ladera Este del PNLM. Todos los talos liquénicos fueron sustraidos de corteza
en los forofitos (en orden ascendente por abundancia de ejemplares recolectados): Pino, Abies,

Alnus y con menor frecuencia en arbustos.

7.1. Analisis morfoldgicos, anatomicos y quimicos

Con base en los caracteres quimicos, morfolégicos y anatdmicos analizados bajo microscopio y
mediante la revision de claves taxondmicas (Nash 11 et al., 2002, 2004) se clasificaron los 117

ejemplares en 12 morfotipos (MT) (Tabla 3).

Tabla 3. Criterios de clasificacion de los 12 morfotipos (MT).

Ca Surcos

Morfotipo KOH UV Apotecios Soralios Isidiomorfos Meédula Fibrillas Forofito
(ClO), anulares
MT 3 - - + Ausentes Ausentes  Presentes Densa E_splga- Presentes Pm_us-
Dispersas Abies
Pinus-
MT 11 - - - Ausentes Presentes  Presentes Densa Espiga Ausentes  Alnus-
Abies
MT 2 - - + Presentes Ausentes  Ausentes Densa- Dispersas  Ausentes Pinus-
Compacta Alnus
Pinus-
MT 12 - - - Presentes Ausentes  Ausentes Compacta Dispersas Presentes  Alnus-
Abies
MT4  Amarillo - + Ausentes Presentes  Presentes Laxa Dispersas  Ausentes Alnus
MT9  Amarillo - - Ausentes Presentes  Presentes Densa Espigas  Ausentes F};'Ir;]l:fs
MT7  Amarillo - - Presentes Ausentes  Ausentes Densa Espiga  Ausentes 'Z'IT]L:JSS
MT 10  Naranja - - Ausentes Presentes  Presentes  Compacta Dispersas Ausentes F:SIU:S
. Densa- .
MT 5 Naranja - - Presentes Ausentes  Ausentes Espiga Ausentes Alnus
Compacta
MT 1 Rojo - - Ausentes Presentes  Presentes Laxa Dispersas  Ausentes Abies
MT 8 Rojo - - Ausentes Presentes  Ausentes Compacta  Espiga  Ausentes Abies
MT 6 Rojo - - Presentes Ausentes  Ausentes Densa Espiga  Ausentes Pinus
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Ejemplos de algunas estructuras y reacciones positivas de las pruebas quimicas pueden

observarse en la figura 7.
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Figura 7. Estructuras morfolégicas: apotecios del morfotipo 12 (A), soredios del morfotipo 11
(B) e isidiomorfos morfotipo 3(C); Tipo de médula: laxa del morfotipo 1(D), compacta del

morfotipo 10 (E) y densa del morfotipo 9 (F); Pruebas quimicas con KOH: negativo del
morfotipo 3 (G), positivo rojo del morfotipo 6 (H) y UV positivo del morfotipo 2 ().
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7.2. Extraccion y amplificacion del ADN

La extraccion de ADN con el método de Buffer de KCI permitid la extraccion de ADN integro

(Figura 8) y de calidad suficiente para la amplificacion de la region de interés (Figura 9).

ADN
gendémico

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de la extraccion del ADN total de talos
liquénicos de Usnea.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de las amplificaciones de la regién ITS
mediante PCR a partir de ADN total de talos liquénicos de Usnea. El tamafio de los productos
obtenidos es de 800 pb.

7.3. Analisis filogenético

Se alinearon un total de 205 secuencias, 124 procedentes de GenBank (incluyendo al grupo
externo) y 117 generadas por este estudio (9 de estas representan 36 secuencias idénticas). La

matriz de datos final contuvo 400 caracteres (165 son sitios variables y 235 sitios invariables).

El arbol obtenido muestra cuatro clados que representan a los cuatro subgéneros
tradicionalmente descritos: Dolichousnea, Eumitria, Neuropogon y Usnea (Ohmura, 2002;
Articus 2004; Truong et al., 2013), de los cuales Usnea es el Gnico clado que presenta bajo
soporte (54% BS) (Figura 10). El clado del subgénero circunscrito como Usnea, agrupo a las
especies descritas para este subgénero y a todos los ejemplares del PNLM. Sin embargo, en este

clado se generaron dos subclados en su interior, uno altamente soportado y otro con bajo BS
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donde se encuentra la seccion Usnea. En la seccién Usnea se agruparon la mayoria de los
ejemplares del PNLM con alto soporte (BS > 75%). Sin embargo, las relaciones de las especies
dentro de los clados estan pobremente resueltas, particularmente en los clados representados por
las especies: U. hirta, U. glabrata, U. fragilescens, U. lapponica, U. wasmuthii y U. filipendula,
asi como nueve clados independientes que estan representados Gnicamente por ejemplares del
PNLM a los que me referiré como Usnea 1, Usnea 2, Usnea 3, Usnea 4, Usnea 4, Usnea 6,

Usnea 7, Usnea 8 y Usnea 9.

El complejo U. hirta (Figura 11) es el clado hermano del complejo U. rubicunda-U.
rubricornuta-U. steineri-U. flammea. Dentro de este complejo, U. hirta de Escocia se agrupa
con bajo soporte con una secuencia del morfotipo 11 (0.31.52.343 11). Los caracteres que
describen a U. hirta son: talo corto, presencia de abundantes isidiomorfos, corteza delgada,
médula laxa y eje estrecho, su quimica en médula es KOH, C y KC negativos, tienen una
distribucion por toda Europa y parte de Norteamérica, y su sustrato principal es en corteza y
ocasionalmente se puede encontrar sobre roca. Los caracteres que U. hirta comparte con el
ejemplar del morfotipo 11 son la presencia de soralios e isidiomorfos. Ademas, este ejemplar se

agrupa con U. hirta con un bajo soporte.

En la figura 12 se observan las relaciones filogenéticas de secuencias de U. flammea, U.
cornuta, U. steineri, U. rubricornuta y U. rubicunda formando grupos monofiléticos bien
delimitados y agrupados en un clado con buen soporte (98% BS). Usnea rubicunda de Gran
Bretafia se separa con alto soporte de U. rubicunda procedentes de Estados Unidos, las cuales
se agrupan en un clado mayor con U. rubricornuta y U. steineri, ambas provenientes de
Sudamérica. Usnea cornuta forma un grupo relacionado con los linajes anteriores con un soporte
del 78% BS. Ejemplares de U. cornuta de Gran Bretafia se separan con buen soporte de U.
cornuta de Peru. Usnea flammea de Gran Bretafia se agrupa a estos clados con un soporte de
rama del 100% BS.
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Figura 10. Arbol filogenético obtenido por el analisis maxima verosimilitud de la secuencia de
laregion ITS. Los numeros arriba de las ramas representan el valor de soporte de rama obtenido
mediante 1,000 aleatorizaciones tipo Bootstrap. Se sombrean en diferentes colores el grupo
externo (azul), y los subgéneros Dolichousnea (violeta), Eumitria (rojo), Neuropogon (amarillo)
y Usnea (verde). Los clados sefialados con (*) incluyen ejemplares del Parque Nacional La
Malinche. Los numeros 1y 2 representan grupos monofiléticos dentro del subgénero Usnea.
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FR799041_U.hirta_Escocia Complejo
FR799043_U.hirta_Escocia U. hirta
100 JN943528 U.hirta_Escocia U. hirta MT 11
E FR799040_U.hirta_Escocia KOH - KOH + Naranja
: 100 | |FR799042_U.hirta_Escocia Médula Médula
97 laxa compacta
JN943529 U.hirta_Escocia
Sin Fibrillas
—0.31.52.343 11 fibrillas dispersas
[ Soralios Soralios
—— FR799039_U.hirta_Escocia o o
Isidiomorfos | Isidiomorfos
Longitud 5 cm
Usnea_ushuaiensis
97 99
Neuropogon
Usnea_persusilla
—{ Usnea_baileyi
100 100 Eumitria
‘ Usnea_pectinata
—< U. longissima
100
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100 |
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Figura 11. Se muestra a detalle el clado complejo Usnea hirta (A). Tabla comparativa entre los

caracteres morfoldgicos de U. hirta con el morfotipo 11 (B).
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FR799094 U.rubicunda_Escocia
100/| FR799097_U.rubicunda_Escocia
9 2— FR799098 U.rubicunda_Irlanda
— | FR799095_U.rubicunda_Inglaterra
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JQ837324 U.rubricornuta_Peru
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100 |FR799037_U.flammea_Inglaterra
- FR799033 U.flammea_Escocia

*99 FR799035_U.flammea_Escocia

Figura 12. Detalle de los clados representados por las especies: Usnea rubicunda, Ushea
rubricornuta, Usnea steinero, Usnea cornuta y Usnea flammea. Se muestran los valores de
Bootstrap > 75 %.
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El clado complejo U. glabrata muestra un alto soporte (99% BS), e incluye a tres
ejemplares del morfotipo 1y a ejemplares de U. glabrata de Escocia y Suiza. Los especimenes
de U. glabrata de Escocia se separan claramente del ejemplar de Suiza, y éstos a su vez se
agrupan dentro de un clado con dos ejemplares del morfotipo 1, el cual estd enraizado por una
secuencia de este mismo morfotipo, pero con bajo soporte. Los caracteres morfoanatémicos de
U. glabrata y del morfotipo 1 son iguales, solo contrasta la quimica pues U. glabrata es negativa
a KOH y C, mientras que el morfotipo 1 produce una reaccion positiva al KOH dando una
coloracion roja. El clado complejo U. fragilescens estéd altamente soportado (Figura 13). Este
complejo incluye un ejemplar de Usnea del PNLM (morfotipo 4) y ejemplares de U.
fragilescens de Bolivia y de Escocia. Los ejemplares de Escocia forman un grupo claramente
definido con un soporte del 97% BS. Ambos grupos se separan evidentemente por su
distribucion geogréfica, lo que podria indicar que las condiciones ambientales y geograficas son
factores que influyen en la divergencia de estos linajes. EI morfotipo 4 comparte varios
caracteres morfolégicos, anatdbmicos y quimicos con U. fragilenscens, especialmente el tipo de

reproduccion (asexual), pero discrepa de dicha especie por tener fibrillas dispersas.

En los siguientes clados se encuentran la mayoria de las secuencias procedentes del
GenBank de las especies: U. silesiaca, U. parafloridana, U. fulvoreagens, U. florida y U.
subfloridana. EI complejo de especies de U. subfloridana y U. florida se agrupan con alto
soporte y forman dos subclados bien definidos, ambos procedentes de Estados Unidos y Gran
Bretafia, estas especies han sido materia de debate debido a su estrecha relacién filogenética y
a su distinta estrategia reproductiva (Articus et al., 2002). Usnea fulvoreagens también forma
un clado con dos linajes altamente soportados. Uno de los grupos estd conformado por
especimenes de Estados Unidos y Reino Unido, mientras que el otro grupo contiene ejemplares
de Estados Unidos exclusivamente. Usnea parafloridana y U. silesiaca forman un grupo

monofilético con un 75% BS (Figura 14).
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Figura 13. Detalle del arbol donde destacan los clados de los complejos Usnea fragilescens y
Usnea glabrata, asi como secuencias de GenBank. Se muestran los valores de Bootstrap > 75%
(A). Tabla comparativa entre los caracteres morfoldgicos de U. fragilescens y U. glabrata con
los morfotipos 4 y 1 respectivamente (B y C).
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Figura 14. Detalle de los clados representados por las especies: Usnea subfloridana, Usnea
florida, Usnea fulvoreagens, Usnea parafloridana y Usnea silesiaca. Se muestran los valores
de Bootstrap > 75 %.
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En la figura 15, se muestran los clados de los complejos U. lapponica, Usnea 1y Usnea
2. En el clado complejo U. lapponica se forma un grupo altamente soportado (100% BS) con
especimenes procedentes de Estados Unidos con los que se anidan dos ejemplares
(E.31.C1.1 10y S.37.C2.161_6) del PNLM sin buen soporte. Los caracteres morfoldgicos y
quimicos entre U. lapponica y los morfotipos 10 y 6 es muy variable. No obstante, el morfotipo
10 y U. lapponica comparten las fibrillas dispersas y la presencia de soralios, mientras que el
morfotipo 6 y U. lapponica comparten la médula densa, fibrillas en espiga y KOH positivo rojo
(Figura 15B).

El complejo Usnea 1 tiene un soporte del 75% BS y se divide en cuatro subclados
altamente soportados. EI primer subclado agrupa a los morfotipos 10, 11 y 12 que no comparten
ninguno de los caracteres analizados. El siguiente subclado agrupa a ejemplares de los
morfotipos 2, 3 y 12, de los cuales el 2 y 12 comparten caracteres ecoldgicos, quimicos,
anatomicos y morfoldgicos. ElI morfotipo 3 se diferencia del 2'y 12 por la ausencia de apotecios.
El tercer y mas grande subclado genera en su interior una politomia con los morfotipos 8, 10,
11y 12. Los ejemplares de los morfotipos 8 y 10 tienen una morfologia bastante similar, su
reaccion con KOH es positiva (rojo y naranja, respectivamente). Los morfotipos 11 y 12 son
negativos a las pruebas quimicas, pero se distinguen por el tipo de reproduccién. No obstante, a
pesar de los caracteres morfoanatdmicos compartidos sus relaciones tienen muy baja resolucion
filogenética. El cuarto y ultimo subclado del complejo Usnea 1 lo conforman una politomia de
ejemplares de los morfotipos 2, 11 y 12. Los morfotipos 2 y 12 comparten la mayoria de los
caracteres morfologicos, anatdbmicos y quimicos, y se diferencian del morfotipo 11 en la
presencia de estructuras reproductivas asexuales y en la abundancia de fibrillas (Tabla 2). Dentro
del complejo Usnea 2 se agrupan los morfotipos 3, 9y 11 con alto soporte (99% BS), la longitud
de rama amplia entre ellos y los caracteres morfolégicos que comparten son la presencia de

isidiomorfos, médula densa y fibrillas en espiga (Tabla 2).
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Figura 15. Detalle de los complejos Usnea 1, Usnea 2 y Usnea lapponica. Se muestran los
valores de Bootstrap > 75 %. Los ejemplares que representan a mas de una secuencia se indican
como n=* (A). Tabla comparativa entre los caracteres morfolégicos de U. lapponica con los
morfotipos 6 y10 (B).
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En el siguiente caldo de bajo soporte de BS se sitian tres clados independientes
altamente soportados referidos como complejos Usnea 3, Usnea 4 y Usnea 5 en los que se
encuentran los morfotipos 8, 10, 11y 12, este ultimo es el unico morfotipo con estructuras de
reproduccion sexual, por lo cual se muestra una gran variaciéon morfoldgica, anatomica, quimica
y ecoldgica. La ramificacion de U. cavernosa y U. wasmuthii lo soporta un nodo con alto soporte
(83% BS). La descripcién de U. cavernosa esta bien diferenciada de U. wasmuthii, puesto que
U. cavernosa se caracteriza por tener una médula laxa con crecimiento de méas de 40 cm de
longitud y U. wasmuthii tiene una médula densa con una longitud de crecimiento de no mas de
5 cm=Dentro del complejo, U. wasmuthii forma dos linajes altamente soportados, uno agrupa a
especies procedentes de Gran Bretafia con ejemplares del PNLM, las cuales forman una
politomia, mientras que el otro linaje estd completamente resuelto y agrupa a ejemplares
exclusivamente de Gran Bretafia. No obstante, el ejemplar E.31.C1.41 11 se asocia con estos
grupos como una rama independiente con bajo soporte, lo que demuestra que las relaciones
filogenéticas aun no estan resueltas. Los caracteres quimicos, morfolégicos, anatomicos y
ecologicos de los ejemplares del PNLM son diferentes a lo descrito para U. wasmuthii. Las
relaciones de parentesco entre los linajes que se forman dentro del complejo U. wasmuthii no
estan completamente resueltas, aun cuando agrupa a dos clados con un soporte de rama mayor
al 90% BS (Figura 16).

El altimo clado dentro del subgénero Usnea seccion Usnea forma cinco subclados
altamente soportados representados por los complejos: Usnea 6, Usnea 7, Usnea 8, Usnea 9 y
U. filipendula cuyas relaciones en su interior no estan resueltas (Figura 17). Los subclados
referidos como complejos Usnea 6, Usnea 7 y Usnea 8 forman grupos independientes altamente
soportados (99, 97 y 100%, respectivamente) y de dos ejemplares cada uno, con variabilidad
morfoldgica, ecoldgica y quimica. El siguiente subclado representado por el complejo U.
filipendula tiene un soporte del 99% BS, donde el ejemplar E.31.C1.10_5 ramifica con buen
soporte a los ejemplares de U. filipendula de Escocia y que su vez se agrupan con el ejemplar
E.34.C1.256_10. Estos ejemplares se relacionan morfoldgicamente por el tipo de reproduccion
asexual, no obstante, dentro de este subclado se agrupan en la base tres ejemplares del morfotipo
11 con clados independientes a U. filipendula generando una politomia. En el complejo Usnea
9, con un soporte del 98% BS, se forman seis grupos bien soportados. Sin embargo, las
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relaciones al interior de estos seis grupos no estan resueltas y muestran una gran politomia en el
que la longitud de las ramas y los datos quimicos, morfoldgicos, anatdbmicos y ecoldgicos son
muy variables. EI morfotipo 12 es constante en los complejos Usnea 6, Ushea 7, Usnea 8 y

Usnea 9.
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Figura 16. Detalle de los clados complejos Usnea 3, Usnea 4, Usnea 5 y Usnea wasmuthii, se
muestran los valores de Bootstrap igual y mayores del 75% de soporte de rama, que muestra las
relaciones de las especies U. wasmuthii, y Usnea cavernosa con los ejemplares del Parque
Nacional La Malinche. Los ejemplares que representan a mas de una secuencia se indican como
n=* (A). Tabla comparativa entre los caracteres morfolégicos de U. wasmuthii con los
morfotipos 8, 11y 12 (By C).
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Figura 17. Detalle de los clados complejos Usnea 6, Usnea 7, Usnea 8, Usnea 9 Usnea
filipendula dentro del subgénero Usnea. Los ejemplares que representan a mas de una secuencia
se indican como n=* (A). Tabla comparativa entre los caracteres morfologicos de Usnea
filipendula con los morfotipos relacionados dentro del clado 5, 10 y 11 (B y C). El ejemplar

E.34.C1.256_10 corresponde al morfotipo 10.
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7.4 Distancia genética

Las secuencias de los subclados dentro de los complejos U. filipendula, U. wasmuthii y Usnea
1-9 presentan buen soporte de BS y menos del 1% de distancia genética con respecto a las
secuencias de cada complejo. Las secuencias de GenBank dentro de los complejos U. lapponica,
U. fragilescens, U. glabrata y U. hirta presentan una diferencia entre 1.2 y 4.3% de distancia
genética con respecto a las secuencias del PNLM, estas ultimas se posicionan como ramas

basales para cada complejo, excepto en el complejo U. hirta.

Con base en el anlisis de distancia genética de este estudio y con relacion al soporte de BS
del andlisis filogenético, los subclados bien soportados dentro de cada complejo se separan a
partir del 1% de diferencia genética. Lo cual, nos permite especular que corresponden a

diferentes especies de Usnea.

8. DISCUSION

En este trabajo, se estudiaron 117 ejemplares de Usnea provenientes del PNLM, los cuales se
catalogaron en 12 morfotipos basados en caracteres morfologicos, anatdmicos y quimicos. El
analisis molecular que emple6 laregion ITS de estos ejemplares generd clados que referiré como
complejos de especies, dado que las relaciones filogénicas dentro de los clados no estan

resueltas.

La circunscripcion del género Usnea ha sido motivo de debate por afios y por diversos
autores debido a la gran variabilidad morfoldgica que presentan las especies como respuesta a
las condiciones ambientales (Clerc, 1998; Ohmura, 2002; Articus, 2004; Seymour et al., 2007;
Wirtz et al., 2008; Truong et al., 2013). Derivado de investigaciones que han usado diferentes
marcadores moleculares y con ejemplares provenientes de diferentes lugares, se ha propuesto
que dentro de este género se reconozcan al menos cuatro subgéneros (Ohmura, 2002; Articus,
2004; Truong et al., 2013). El analisis filogenético de Ohmura (2002) empleo la region ITS con

especies asiaticas de Usnea que formaron tres clados bien diferenciados que representan a los
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subgéneros Eumitria, Dolichousnea y Usnea. Aunque su analisis tuvo bajo soporte BS éste
sugiere que Usnea estd mas emparentada con Eumitria. Articus (2004), por su parte, utiliz6 la
region del ITS y B-tubulina para delimitar a los subgéneros, pero en su estudio incluyo a especies
de Neuropogon. Articus logrd recuperar las divisiones de los subgéneros anteriormente
mencionados, sin embargo, Neuropogon se ubicé como el grupo méas cercano a Usnea y
Dolichousnea se ubicdé como el grupo més basal. La relacion filogenética de los subgéneros
Usnea y Neuropogon en los resultados de Articus coinciden con los del trabajo de Truong et al.
(2013) que utilizo la region ITS y genes codificantes de proteinas (RPB1 y MCMT7). En este
estudio, el andlisis filogenético de méxima verosimilitud empleando la region ITS casi recuperd
la topologia de los cuatro subgéneros de Truong et al. (2013), la Gnica diferencia es que Eumitria
fue el clado mas basal en el analisis de Truong et al. y Dolichousnea fue el clado mas basal en
este trabajo. Truong et al. mencionaron que la informacion genética derivada de la region ITS
contribuy6 de manera més importante a la resolucion de las relaciones filogenéticas dentro del

género Usnea.

Todos los ejemplares de Usnea recolectados en este estudio del PNLM corresponden
con el clado tradicionalmente circunscrito como subgénero Usnea debido a que la distribucion
de Dolichousnea se limita al hemisferio norte boreal, Neuropogon se distribuye en los polos y
Eumitria en zonas tropicales (Ohmura, 2001; Ohmura y Kanda, 2004; Truong et al., 2013).
Dentro del subgénero Usnea, Ohmura (2001, 2002) evalué y defini6 a las secciones Usnea y
Ceratina con base al tipo de corteza. En su andlisis filogenético encontré que la seccion Usnea
tuvo alto soporte de BS. Articus (2004) también encontrd que la seccion Usnea formé un grupo
monofilético bien soportado. En este estudio, se formaron dos linajes, el primer linaje
comprende clados con soporte > 95% BS y relativamente resueltos, el cual agrupa a especies de
Gran Bretafia y del conteniente americano, asi como especies del complejo U. hirta. Este linaje
concuerda con algunas especies del clado “Usnea 4” del estudio de Truong et al. (2013), con
excepcion de U. glabrata, ya que esta especie se agrupa en la seccion Usnea del subgénero
Usnea de este estudio. El segundo linaje, con bajo soporte de BS que agrup6 a los clados
representados por los complejos de especies: Usnea 1-9, U. filipendula, U. wasmuthii, U.
lapponica, U. fragilescens y U. glabrata. Este linaje corresponde con la mayoria de las especies
de la seccion Usnea del subgénero Usnea descrita por Ohmura (2002), 0 con el clado “Usnea
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2” del analisis de Truong et al. (2013). Saag et al. (2011) observaron que la seccion Usnea se
caracteriza por agrupar especies dificiles de identificar y ramas cortas en los anélisis
filogenéticos y sugirieron que podria tratarse de especies de divergencia reciente, el mismo
género Usnea es de divergencia reciente, i.e. 20-25 millones de afios (Kraichak et al., 2015;
Divakar et al., 2017). Este mismo patron se obtuvo en el andlisis filogenético con los ejemplares
del PNLM dentro de la seccion Usnea. La baja resolucion que se observa dentro de los clados
de las secciones del subgénero Usnea, puede ser explicada también porque las especies en esta
region estan en proceso de especiacion o porque la region ITS es un marcador muy variable en
esta seccion. Por lo que es importante continuar con estudios afiadiendo un mayor nimero de

marcadores.

El complejo U. hirta es el grupo basal del clado 1 del subgénero Usnea, agrupa con
buen soporte BS a ejemplares de Escocia y a uno del PNLM. Sin embargo, dentro de este clado
las especies exclusivas de Escocia se separan del ejemplar del PNLM (0.31.52.343_11). U.
hirta tiene una amplia distribucion, se encuentra en el Sur de Estados Unidos y en la parte Norte
de México. El ejemplar 0.31.52.343 11 se encontrd sobre corteza de Pinus en una altitud donde
se encuentran muchas zonas expuestas al sol. La distancia genética de estas secuencias es mayor
al 1.6% y solo comparten el tipo de reproduccién asexual, lo que podria indicar que se trata de

una especie diferente.

El complejo U. glabrata es el grupo basal del clado 2 del subgénero Usnea. Se separan
ejemplares de Escocia, de Suiza 'y del PNLM con buen soporte BS. Aunque los ejemplares del
PNLM comparten varios caracteres morfologicos con U. glabrata, sus caracteres quimicos son
diferentes y la distribucion de U. glabrata es en regiones boreales de Norteamérica (Brodo et
al., 2001). La distancia genética de las secuencias U. glabrata de Escocia y Suiza con respecto
a las del PNLM es del 2.0 al 3.8%, y la distancia genética entre las secuencias del PNLM es del
2.9-3.2%, ademas de que se separaran con alto soporte de BS. Esta evidencia en conjunto con
los caracteres morfologicos y quimicos, asi como el soporte de BS podria sefialar que se tratan

de cuatro especies distintas para el PNLM.
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En el complejo U. fragilescens, ejemplares de Escocia se separan de ejemplares de
Boliviay éstos a su vez se separan de un ejemplar del PNLM. La distribucién de U. fragilescens
se limita a la costa oeste de Estados Unidos y cominmente es saxicola (Brodo et al., 2001). El
ejemplar del PNLM es corticola de Pino donde la zona esta expuesta al sol y no hay presencia
de rocas. La distancia genética entre ejemplares de Escocia y Bolivia es del 1.1%, y estas con
las del PNLM es del 4.3 y 4.0%, respectivamente. Considerando el alto valor de BS, la
distribucion geografica, el tipo de habitat en el que fueron recolectadas los ejemplares, las
distancias genéticas y los caracteres morfologicos, se podria especular para este complejo la

presencia de una especie distinta relacionada filogenéticamente.

U. subfloridana y U. floridana han sido reconocidas desde hace mucho tiempo como
especies distintas. Comparten muchos caracteres morfoldgicos, a diferencia de las estrategias
reproductivas. Forman un clado altamente soportado (94% BS) donde se divide en dos linajes
con ejemplares mezclados de ambas especies de Estados Unidos y Gran Bretafia, esto coincide
con el trabajo de Articus et al. (2002). No obstante, estas especies no fueron reconocidas
filogenéticamente para el PNLM, debido a que las secuencias generadas por este estudio no se
agruparon dentro de este clado. Sin embargo, Tlalmis-Corona (2017) reconocio estas especies
morfologicamente para el PNLM.

Dentro de la seccion Usnea se agrupa el complejo U. lapponica. Este complejo parece
tener poca resolucion, los ejemplares del PNLM se separan con bajo soporte de las especies de
Estados Unidos y son pocos los caracteres quimicos y morfolégicos que comparten. La distancia
genética entre los ejemplares del PNLM con respecto a las de U. lapponica de Estados Unidos
es mayor al 1.2%. Ademas, U. lapponica se distribuye en bosques boreales de Norteamérica.
Lo mismo sucede con los complejos U. fragilescens, U. glabrata y U. hirta. Los ejemplares del
PNLM del complejo U. lapponica se recolectaron en zonas poco conservadas donde predominan
los bosques de Pinus y Abies a una altitud de 3100 y 3700 msnm. Con base en el anélisis de
distancia genética y con los caracteres morfoldgicos, sugieren que se tratan de dos especies
distintas para el PNLM. Sin embargo, seria dificil especular que se trate de la misma o de
diferente especie debido al bajo soporte de BS que presenta el clado. Por lo que es importante

continuar con estos estudios para delimitar a estos ejemplares.
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Los complejos Usnea 1 y 2 agrupan Unicamente a ejemplares del PNLM con una gran
variabilidad morfoldgica, quimica, genética y ecoldgica. Este es un hallazgo novedoso porque
podria indicar nuevas especies 0 nuevos registros para México. Sin embargo, filogenéticamente
no hay nada reportado que se relacione con estos ejemplares. Los ejemplares de estos complejos
se encuentran altamente distribuidos en el PNLM, pues abarcan las tres laderas geogréficas
(Este, Oeste y Sur), asi como los diferentes gradientes altitudinales y los diferentes tipos de
estructura arbdrea. Es dificil especular si se trata de diferentes especies o de una misma especie
con gran variabilidad fenotipica, ecologica y genética dentro de cada complejo, ya que el
marcador molecular usado en este estudio no nos permitio confirmarlo. Estudios anteriores han
utilizado la region ITS y genes codificantes de proteinas (B-tubulina, MCM7, RPB1 y RPB)
como marcadores moleculares (Articus, 2004; Truong et al., 2013; Mark et al., 2016). EI ITS
es el marcador molecular que ha dado mas resolucion a los andlisis filogenéticos en comparacién
con genes codificantes. Sin embargo, el analisis de distancia genética reveldé que entre los
subclados bien soportados de los complejos Usnea 1 y Usnea 2 hay una diferencia del 1.7%.
Dentro del complejo Usnea 1 se forman cuatro subclados altamente soportados, y en su interior
parecen no estan resueltas debido a que forman una politomia, la distancia genética entre estos
subclados es del 1.4-2.1%, esta evidencia podria indicar que se tratan de cuatro especies
potencialmente distintas para el PNLM. La similitud entre las secuencias dentro de los subclados
del complejo Usnea 1 es menor del 1%, al igual que en complejo Usnea 2, lo cual indicaria que
pertenecen a la misma especie. La adicion de otros marcadores moleculares ayudaria a

corroborar la identidad de las posibles especies de Usnea para PNLM dentro de estos complejos.

El complejo U. wasmuthii forma dos linajes altamente soportados y similares a los que
obtuvo Ament (2012) y Truong et al. (2013) en su clado “Usnea 2”. Para este estudio, uno de
los linajes contiene especies de Gran Bretafia y el otro contiene ejemplares de Gran Bretafia y
del PNLM, donde estos ultimos forman una politomia dentro del clado. El Unico caracter que
comparte U. wasmuthii con algunos ejemplares del PNLM es la presencia de soralios. Estos
linajes se observan en la filogenia de Ament pero con especies de Reino Unido, Estonia 'y Japon.
La distancia genética entre las secuencias de GenBank del primer linaje de U. wasmuthii y las
del PNLM es menor al 1%. Sin embargo, Usnea wasmuthii estd ampliamente distribuida en
regiones boreales y montafiosas en Gran Bretafia y Norteamérica (Ohmura 2012; Halonen
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2000), por lo que los ejemplares del PNLM podrian corresponder con especies diferentes.
Mientras que, la diferencia genética entre las secuencias del PNLM vy las del segundo linaje de
U. wasmuthii es del 1-1.8%, excepto con el ejemplar O.31.53.333_8 que presenta menos del 1%
de distancia genética, por lo que podria tratarse de otra especie distinta. En general, existe muy
poca informacion morfologica, quimica y molecular de U. wasmuthii, por lo que, para
comprender mejor las relaciones filogenéticas dentro de este complejo, es necesario agregar
ejemplares de otros paises, especialmente del continente americano. lgualmente, es necesario
integrar mas informacion basada en caracteres quimicos, anatomicos y morfoldgicos, asi como
secuencias de otros loci para poder delimitar claramente a las especies del complejo U.

wasmuthii.

Usnea cavernosa de Estados Unidos se agrupa como grupo hermano del complejo U.
wasmuthii, los caracteres quimicos y morfoldgicos entre U. wasmuthii y U. cavernosa son
distintos y la distancia genética entre estos clados es mayor al 2%, ademas, se separan con alto
soporte de BS y su distribucion geografica es diferente, lo que indicaria que son de especies
distintas. Herrera-Campos (1998) describié a U. cavernosa en el centro de México, sin embargo,
no hay datos moleculares de estos ejemplares para poder ser incluidos en anélisis filogenéticos.
Fuera de este linaje se agrupan mas especies de distintos morfotipos del PNLM sin resolver

ninguna relacion filogenética.

Los complejos Usnea 3, Usnea 4 y Usnea 5 se agrupan de forma independiente, cada
uno con dos ejemplares del PNLM, y con alto soporte de BS con los complejos U. wasmuthii y
U. cavernosa. La distancia genética entre estos complejos es mayor al 1%, lo que indicaria que
cada complejo representa a una especie diferente. La variabilidad morfoldgica, quimica y
ecologica entre los ejemplares de cada complejo dificulta diferenciar a estas posibles especies,
ya que en estos complejos agrupan a los morfotipos 8, 10,11 y 12. Esto mismo sucede en los
complejos Usnea 6, Usnea 7'y Usnea 8 con los morfotipos 2, 11y 12. Sin embargo, estos ultimos
se agrupan con el clado complejo U. filipendula. Dada la evidencia de la distancia genética entre
los complejos y a la gran variabilidad morfoldgica no se encontrd ningln caracter informativo
que separe a estos complejos, por lo que se sugiere hacer un remuestreo sobre los caracteres

utilizados.
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El complejo U. filipendula incluye siete ejemplares del PNLM con una gran variabilidad
morfoldgica y quimica, y la longitud de las ramas sugieren grandes diferencias genéticas entre
las secuencias. Los morfotipos 11 y 12 tienen diferente forma reproducciéon y son los mas
comunes en este complejo, sin embargo, no forman grupos definidos. El ejemplar
E.34.C1.256_10 se encontr6 en la zona mas conservada el PNLM, a los 3, 400 msnm del
transecto Este, donde predomina el bosque de Abies. La secuencia E.34.C1.256_10, aunque no
presenta una disimilitud, y los ejemplares E.31.C1.10 5y E.31.C1.3_11 del PNLM tienen una
similitud menor al 1% con respecto a ejemplares de U. filipéndula de Escocia, difieren
morfolégicamente por el tipo de médula y la disposicion de las fibrillas, por lo que podria
tratarse de la misma especie. Ademas, la distribucion de U. filipendula en el continente
americano estd limitada a Canada (Brodo et al., 2001). Aunque Herrera-Campos (1998) la
describe en el sur de México, su identificacion esté basada inicamente en taxonomia tradicional
y es posible que los caracteres empleados no eran los mas adecuados para la identificacién. Los
complejos 6-8 estan altamente soportados y con una distancia genética mayor al 1 y 2%, asi

como alta variabilidad fenotipica, lo que probablemente indicaria que son especies distintas.

Dentro del complejo Usnea 9 se forman seis subclados altamente soportados y en su
interior parece estar no resuelta. Tres de los subclados crean una politomia y agrupan a dos a
mas morfotipos, los subclados restantes solo agrupan a dos secuencias del PNLM pertenecientes
al mismo o diferente morfotipo. La distancia genética entre estos subclados es mayor al 1%y la
similitud entre las secuencias de cada subclado es menor al 1%, lo que especularia que se tratan
de seis especies potenciales para el PNLM. Sin embargo, los caracteres morfoldgicos,

anatomicos, quimicos y ecologicos, son variables dentro de cada subclado.

A pesar de las distribuciones geogréaficas restringidas de algunos linajes de la familia
Parmeliaceae (Crespo et al., 2010; Divakar et al., 2010), existe evidencia de que ocurren eventos
de dispersion a larga distancia por medio de las estructuras vegetativas asexuales que han sido
de gran importancia en la diversificacion de especies dentro de la familia y podria ser
responsable de la distribucion actual de algunos linajes (Mufioz et al., 2004; Fernandez-
Mendoza et al., 2011; Gerlach et al. 2019). Posiblemente, es debido a estos mecanismos de

dispersion que se agrupan secuencias provenientes de regiones geograficas tan distantes como
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U. fragilescens de Escocia, Bolivia y del PNLM, y que se separan con alto soporte de BS.
También, podria explicar distribuciones disyuntas de organismos que pudieran estar
filogenéticamente relacionadas. Sin embargo, es necesario un andlisis mas profundo y
considerando otros loci para definir si se trate de la misma especie o de un complejo de especies

estrechamente relacionadas.

En algunos estudios taxondmicos basados en la identificacion tradicional de especies de
Usnea se ha demostrado que varios taxones son quimicamente variables y muestran varios
quimiotipos (Stevens 2004; Clerc, 2007; Herrera-Campos, 2016). No obstante, la quimica es un
buen predictor de la delimitacion de especies de varios grupos de hongos liquenizados
(Lumbsch, 1998; Printzen, 2010), y en particular para Usnea (Clerc, 1998), cuando se
correlaciona con otros caracteres, ya que resultan ser de gran utilidad en la delimitacion de
algunos clados, aun cuando los ejemplares estén en un estado juvenil. Por otro lado, en estudios
moleculares anteriores (Ohmura, 2008; Wirtz et al., 2008; Kelly et al., 2011; Truong et al.,
2013) se ha mostrado que la mayoria de las especies descritas con base en caracteres
morfologicos y quimicos son generalmente monofiléticas, lo que sugiere que la taxonomia
tradicional basada en la morfologia y quimica ha sido una herramienta adecuada para la
delimitacién de especies en el género. Sin embargo, en este estudio no se identificaron grupos
monofiléticos asociados con los morfotipos delimitados con base en la morfologia, anatomia y
la composicion de metabolitos secundarios de los ejemplares del PNLM. Por lo anterior,
podriamos decir que los caracteres morfologicos, anatdmicos y quimicos cominmente
utilizados para otras especies del género Usnea son homopléasicos en las especies del PNLM y
por lo tanto no son Utiles para la delimitacion de estas especies. Wirtz et al. (2008) mencionaron
gue podrian existir especies cripticas o ignoradas debido a sutiles diferencias fenotipicas, lo cual
podria estar pasando con las especies de Usnea del PNLM. Gerlach et al. (2019) mencionaron
que la separacion incompleta de linajes es un fendbmeno comun en especies de divergencia

reciente, e.g. Usnea, lo cual tambiéen repercute en la delimitacion de las especies de este estudio.

Los datos taxondmicos y moleculares utilizados en diferentes regiones geograficas
pueden ser un indicador de las especies para cada region, como es el caso de Japon y Taiwan
(Ohmura, 2001; 2002), Gran Bretafia (Truong et al., 2013), Europa (Randlane et al., 2009),
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Canadéa (Halonen et al., 1998), Estados Unidos (Clerc, 2007) y México (Herrera-Campos, 1998;
Ament, 2012). Sin embargo, estos trabajos son aislados, de regiones geogréficas relativamente
pequefias y los datos moleculares generados no representan a las especies descritas con
rigurosidad taxondmica. Ademas, es posible que existan especies raras o no descritas de areas
no exploradas o diversos linajes cripticos dentro de Usnea. En este estudio se logrd separar con
alto soporte de BS a algunas especies de Gran bretafia con las de Norteamérica, Sudamérica y
estas a su vez con las del PNLM, estas ultimas ramificando a los subclados dentro de cada
complejo. Este patrén podria indicar que las regiones geogréaficas, asi como el tipo de habitat y
clima de cada region puede influir en la morfologia y delimitacion de las especies, ya que
algunas son de ambientes humedos y otras de ambientes aridos. No obstante, es importante
continuar con trabajos de taxonomia integrativa, haciendo una revision mas meticulosa de los

caracteres fenotipicos y con ejemplares procedentes de diferentes y mas areas geogréaficas.

Poco se sabe sobre la ecologia de Usnea, debido a la dificultad en la identificacion de
sus especies (Ament, 2012). No obstante, se conoce que las especies de Usnea colonizan arboles
viejos y grandes (Hilmo, 1994), ademas se encuentran en bosques menos perturbados ya que
son vulnerables a las condiciones ambientales (Boudreault et al. 2000). La mayoria de los
ejemplares del PNLM fueron recolectados en la orientacion Este, que es considerada la parte
mas conservada de la montafia. En cuanto a la altitud, el género se encontro a partir de los 3,100
hasta los 4,000 msnm y con mas abundancia en los 3,400 a los 3,700 msnm abarcando los
diferentes tipos de vegetacion. Herrera-Campos et al. (1998; 2001) reportdé que Usnea se
distribuye a partir de los 1,300 hasta los 4,000 msnm en habitats como matorral xerdfilo, bosque
mesofilo de montafia y bosque de coniferas. Todos los ejemplares del PNLM fueron
recolectados en corteza. Podria encontrarse una relacion entre el tamafio de los talos liquénicos
y la especie del forofito, por ejemplo, los talos con longitud mayor a 10 cm fueron recolectados
en Abies religiosa, mientras que los de menor longitud se recolectaron en corteza de Pinus y
Alnus. Es importante mencionar que el bosque de Abies alberga mas humedad en comparacion

con el bosque de Pinus, por lo cual se explica el mayor tamafio del talo liquénico.
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Con base en el analisis filogenético obtenido en este estudio el nimero minimo de
especies de Usnea que podrian estar presentes en el PNLM estan representadas por los 15
complejos de especies: U. filipendula, U. wasmuthii, U. hirta, U. lapponica, U. fragilescens, U.
glabrata, Usnea 1-9 con alta variabilidad morfoldgica, anatdmica y quimica. No obstante, la
resolucion dentro de los clados no esta claramente resuelta y de acuerdo con los resultados del
andlisis de distancia genética y con relacion al soporte de BS podria indicar que los ejemplares
del PNLM que se relacionan filogenéticamente dentro de los complejos como subclados podrian

representar hasta 26 especie de Usnea.

Por otro lado, la proporcién de especies reportadas taxonémicamente para Norteamérica
es de 79 (Brodo et al., 2001), de las cuales, U. filipendula, U. lapponica, U. fragilescens y U.
glabrata se reconocen en este estudio. Las secuencias de especies de Usnea para Norteamérica
reportadas en las bases de datos son: U. cornuta, U. rubicunda, U. subricornuta, U. baileyi, U.
intermedia, U. strigosa, U. subfloridana, U. parafloridana, U. lapponica, U. cavernosa, U.
silesiaca, y U. fulvoreagens, de las cuales Gnicamente U. lapponica se agrupa con secuencias
del PNLM. Estas investigaciones han abarcado una pequefia parte de las especies descritas
taxondmicamente y molecularmente en areas relativamente bien conocidas, por lo que puede

existir especies raras en areas atn no exploradas.
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9. CONCLUSIONES

Con base en caracteres morfoldgicos, anatdbmicos, quimicos y ecoldgicos se encontraron
a 12 morfotipos agrupados en 15 complejos, seis de ellos asociados a especies conocidas a los
cuales se refieren como “aff” U. filipendula, U. wasmuthii, U. lapponica, U. fragilescens, U.
glabrata y U. hirta, y nueve a especies desconocidas. Por lo que se podrian reconocer al menos
15 especies. Sin embargo, la caracterizacion fenotipica y filogenética dentro de los complejos

de especies sigue siendo ambigua.

El analisis filogenético de la region ITS recupero la filogenia que separa a los cuatro
subgeéneros tradicionalmente circunscritos del género Usnea, reflejando la monofila de lo que
podria ser el subgénero Usnea, este Ultimo con bajo soporte de BS, lo que podria indicar que

exista otro subgénero sin reconocer.

Todos los ejemplares del PNLM se agruparon con buen soporte de BS dentro del

subgénero Usnea y la mayoria dentro de la seccion Usnea.

La resolucion dentro de los clados del subgénero Usnea, aunque presentan alto soporte
de BS, esta pobremente resuelta, particularmente en los clados representados por los complejos:
U. filipendula, U. wasmuthii, U. lapponica, U. fragilescens, U. glabrata y U. hirta, asi como
dos clados representados Unicamente por ejemplares del PNLM a los que les ha denominado
Usnea 1, Usnea 2, Usnea 3, Usnea 4, Usnea 5, Usnea 6, Usnea 7, Usnea 8 y Usnea 9.

Con base en la evidencia de la distancia genética entre los subclados de cada complejo,

estos podrian presentar hasta 26 especies potenciales para el PNLM.

Los morfotipos 11 y 12 se encuentran en la mayoria de los clados del arbol filogenético,
diferenciados morfolégicamente por las estructuras de reproduccion asexual y sexual,
respectivamente. Por lo que se considera que las estructuras reproductivas no son un caracter de
gran valor taxonomico. Ademas, ninguno de los caracteres fenotipicos estudiados fue

informativo para cada complejo.
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Los datos filogenéticos en donde se mapearon caracteres taxondmicos sugieren estos son

homoplésicos en el género, puesto que no se encontrd ningun caracter morfoldgico informativo.

El PNLM podria abarcar una gran diversidad de especies de Usnea o bien, podria tratarse
de especies con divergencia reciente, esto Gltimo, también impide identificar con certeza a sus
especies 0 reconocer nuevas especies, por lo que es importante continuar con estos estudios

afiadiendo mas métodos analiticos.

10. PERSPECTIVAS

La inclusién de mas especies y ejemplares de distintas regiones geogréficas, ecosistemas, asi
como la basqueda de mas genes o marcadores moleculares permitira resolver mas claramente y

atribuir mas robustez a las relaciones filogenéticas dentro de cada complejo.

Una evaluacion minuciosa de caracteres fenotipicos que son poco considerados 0 no son
tomados en cuenta en la identificacion taxondmica y observaciones detalladas de las diferentes
estructuras morfoldgicas y anatomicas que ya son tomadas en cuenta bajo microscopio
electronico de barrido, integradas a los analisis filogenéticos, permitiria identificar caracteres
informativos. Hacer un remuestreo sobre los caracteres morfoldgicos y anatomicos de los

ejemplares agrupados en cada complejo identificando aquellos caracteres informativos.

La adicion de otros métodos analiticos como analisis de coalescencia, meta-filogenéticos
y de ecologia microbiana podrian establecer hipdtesis mas robustas sobre la delimitacion de las

especies de los complejos reconocidos en este trabajo.
El estudio del fotobionte y otros miembros de la asociacion simbi6tica como los hongos

liquenicolas podria contribuir a dilucidar entre especies cripticas y en la identificacion a nivel

de especie.
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12.ANEXOS

Anexo 1. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea hirta.
Anexo 2. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea fragilescens.
Anexo 3. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea glabrata..
Anexo 4. Matriz de distancia genética de las secuencias del complejo Usnea lapponica.
Anexo 5. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea 1.

Anexo 6. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea 2.

Anexo 7. Matriz de distancia genética p de las secuencias de los complejos Usnea 3-5, U.
wasmuthii y U. cavernosa.

Anexo 8. Matriz de distancia genética p de las secuencias de los complejos Usnea 6-9 y U.
filipendula.
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Anexo 1. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea hirta (region ITS1-1TS2).

Gp1_U.hirta_Escocia

0.31.52.343_11

Gp2_U.hirta_Escocia

Gp1_U.hirta_Escocia

0.31.52.343_11

0.016

Gp2_U.hirta_Escocia

0.019

0.024

Anexo 2. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea fragilescens (re

gion ITS1-1TS2).

U.fragilescens Bolivia

U.fragilescens_Escocia

0.32.55.362_4

U.fragilescens Bolivia

U.fragilescens Escocia

0.011

0.32.55.362_4

0.040

0.043

Anexo 3. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea glabrata (region ITS1-1TS2).

U.glabrata_Escocia | U.glabrata_Suiza | E.31.C1.47 1|E.37.C1.19 1| 0.32.57.385 1
U.glabrata_Escocia
U.glabrata_Suiza 0.020
E.31.C1.47 1 0.039 0.035
E.37.C1.19 1 0.038 0.035 0.032
0.32.57.385_1 0.028 0.029 0.032 0.029

Anexo 4. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea lapponica (region ITS1-1TS2).

U. lapponica | E.31.C1.1 10|S.37.C2.161_6
U. lapponica
E.31.C1.1 10 0.012
S.37.C2.161 6 0.020 0.016
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Anexo 5. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea 1 (region ITS1-1TS2). Los nimeros en rojo signica menos

del 1%.

S.34.C1219 | E.34.C2234 | E34.C2214 | E34.C2.202 | 0.32.57.373 | E:34CL198 | E.31.CL4 | 0.33.58.314 | S40.C2.174 | 0.32.85.36 | E.37.C164 | E.34.C2.208 | S40.C3.190 | E31.C2.12 | E.34.C220 | 0.33.58.316 | E37.C2.26 | 0.32.57.37 | S.34.C2.22 | E3LC3.121
12 10 12 12 12 11 28 12 12 33 12 12 1 12 52 10 11 82 18 11

$.34.C1.219

12

E.34.C2.234

_10 0.026

E.34.C2214

12 0018 0.013

E.34.C2.202

12 0.021 0.010 0.008

0.32.57.373

12 0.024 0.008 0.005 0.008

E.34.C1.198

11 0.024 0013 0.008 0.003 0.008

E.31.C142_

8 0.029 0.018 0.016 0.013 0.016 0.016

0.33.58.314

12 0.029 0.018 0.010 0.013 0.010 0.013 0.010

5.40.C2.174

12 0.029 0,018 0.016 0013 0.016 0.016 0.010 0.010

0.32.55.363

3 0032 0.021 0.016 0.016 0.016 0,013 0,018 0.016 0,018

E.37.CL64_

12 0.032 0.021 0.016 0.016 0.016 0.013 0.018 0.016 0.018 0.000

E.34.C2.208

12 0.034 0.029 0.026 0.024 0.026 0.026 0.026 0.026 0.026 0.018 0018

$.40.C3.190

11 0.026 0.016 0013 0.010 0013 0.013 0.008 0.008 0.008 0.016 0.016 0.024

E.31.C212_

12 0.029 0,018 0.016 0,013 0.016 0,016 0.016 0.016 0.016 0.016 0018 0.021 0013

E.34.C2.205

2 0032 0.021 0.016 0.016 0.016 0,013 0,018 0.016 0,018 0.000 0.000 0,018 0.016 0018

0.33.58.316

10 0.032 0.021 0013 0.016 0.013 0.016 0.013 0.008 0.013 0.018 0.018 0.029 0.010 0.016 0.018

E.37.C2.26_

11 0.029 0.018 0.016 0.013 0.016 0.016 0.010 0.010 0.010 0.018 0.018 0.026 0.008 0.016 0.018 0.013

0.32.57.378

2 0.029 0.021 0.019 0.016 0.018 0.018 0.019 0.019 0.019 0.019 0.021 0.029 0.016 0.008 0.021 0.019 0.018

$.34.C2.221

8 0.026 0.016 0.008 0.010 0.008 0.010 0.008 0.003 0.008 0,013 0013 0.024 0.005 0013 0013 0.005 0.008 0016

E.31.C3.121

1 0.027 0.016 0013 0.010 0013 0,013 0,013 0013 0,013 0,013 0.016 0.024 0011 0.003 0016 0013 0013 0.005 0011

E.31.C137_

11 0.024 0.013 0.010 0.008 0.010 0.010 0.005 0.005 0.005 0.013 0.013 0.021 0.003 0.010 0.013 0.008 0.005 0.013 0.003 0.008

Anexo 6. Matriz de distancia genética p de las secuencias del complejo Usnea 2 (region ITS1-ITS2). Los nimeros en rojo signica menos

del 1%.

0.32.57.396_3 | E.37.C1.17_9]S.31.C1.185 11| S.40.C3.177_9
0.32.57.396_3
E.37.C1.17 9 0.006
S.31.C1.185 11 0.008 0.006
S.40.C3.177_9 0.004 0.002 0.004
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Anexo 7. Matriz de distancia genética p de las secuencias de los complejos Usnea 3-5, U. wasmuthii y U. cavernosa (region ITS1-1TS2).
Los numeros en rojo signica menos del 1%.

U. wasmuthii | U. wasmuthii U. cavernosa |Usnea3 |Usnea4 |Usneab
U. cavernosa 0.02142

Usnea 3 0.01280 0.02118

Usnea 4 0.01739 0.02257 | 0.01177

Usnea 5 0.01728 0.02258 | 0.01177 0.00785

Anexo 8. Matriz de distancia genética p de las secuencias de los complejos Usnea 6-9 y U. filipendula (region ITS1-1TS2).

Usnea9 | U.filipendula |Usnea8 |Usnea? Ushea 6
Usnea 9
U. filipendula 0.0162
Usnea 8 0.0165 0.0177
Usnea 7 0.0133 0.0142 0.0164
Usnea 6 0.0204 0.0195 0.0211 0.0184
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