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ABREVIACIONES
ABTS: 2,2 "-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazonila- 6-sulfénico).
DPPH: 1,1-difenil-2-picrilhidrazil.
CCF: Cromatografia en capa fina.
CLAR: Cromatografia liquida de alta resolucién.
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RESUMEN

Los liguenes producen una amplia gama de metabolitos secundarios,
sintetizados principalmente por el hongo, que se depositan y acumulan
extracelularmente. Estos compuestos participan en la proteccion frente a
diferentes estreses ambientales. Las relaciones del ambiente con la quimica y
morfologia de los liqguenes, se consideran de gran importancia, desde el punto de
vista taxonémico, con la formacion de nuevos quimiotipos. Ademas, estas
caracteristicas son claves para colonizar territorios inhéspitos. En esta
investigacion se estudid y compard la composicion quimica entre distintas
poblaciones del liquen folioso Pseudocyphellaria flavicans nativo del centro sur
de Chile. Los ensayos quimicos fueron una marcha fitoquimica, cuantificacion de
fenoles, utilizando la técnica de Folin- Ciocalteau con acetona y metanol como
solvente, cromatografia en capa fina, cromatografia liquida de alta resolucion vy
ensayos biolégicos, tales como-ensayo antioxidante (secuestramiento de
radicales libres DPPH y ABTS) y antimicrobiano (ensayo de difusion por disco,
en Staphylococcus aureus y Escherichia coli). Ademas, se determino el grosor
de las capas de los talos, y la cantidad de estructuras reproductivas. Los
resultados obtenidos, indicaron que P. flavicans presenta en su composicion
guimica antraquinonas, cumarinas, flavonoides, alcaloides. No se determinaron
diferencias significativas en el contenido de fenoles (82,10 pg de acido galico /mg
de extracto). La marcha fitoquimica indicdé que existen diferencias en algunos
compuestos tanto en su indice de referencia, como en el color, principalmente
entre la poblacion de Ralco versus las poblacion de Nahuelbuta y Contulmo. En
cuanto a las comparaciones morfolégicas, se determind variaciones entre las
poblaciones, como en el grosor de las capas y cuantitativamente en el nimero de
isidios, los talos de Ralco no presentaron apotecios en ninguno de los individuos
estudiados. Las mencionadas diferencias no se reflejan en las caracteristicas

antioxidantes y antimicrobianas. P. flavicans posee una alta capacidad de
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secuestrar radicales libres tanto en DPPH como en ABTS. Ademas, posee
actividad inhibitoria de crecimiento en la bacteria Gram- positiva S. aureus.
Ademaés segun el ensayo en CLAR, se presume la presencia del compuesto
MBO. Concluimos que existen diferencias quimicas y morfoldgicas, las cuales
podrian formar quimiotipos entre las poblaciones de la cordillera de Costa y
cordillera de Andes. El extracto metandlico de P. flavicans posee compuestos

liquénicos con caracteristicas antioxidantes y antimicrobianas.

ABSTRACT

The lichens are able to produce a wide variety of secondary metabolites mainly
synthesized by the fungus that deposit and accumulate extracellularly. These
compounds are involved in protection against different environmental stresses.
The environmental relationships with the chemistry and morphology of the lichens
are considered of great importance from a taxonomic point of view, with the
formation of new chemo types. Moreover, these characteristics are key to colonize
inhospitable territories. In this investigation, the chemistry composition between
different populations of foliose Lichen Pseudocyphellaria flavicans native from
centre-south of Chile. The chemical tests were a phytochemical march,
guantification of phenols using the solvents acetone and methanol through the
technique of Folin-Ciocalteau, thin layer chromatography, high performance liquid
chromatography and biological assays such as: antioxidant assay (sequestering
free radical DPPH and ABTS) and antimicrobial assay (disk diffusion assay on
Staphylococcus aureus and Escherichia coli). In addition, it was determined the
thickness of each of the layers of the structure of the thalli, to quantify the
reproductive structures. The results gathered indicate that P. flavicans presents
in their chemical composition anthraquinones, coumarins, flavonoids, alkaloids.

Significant differences in the content of phenols by using different solvents were
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not determined (82.10 ug of acid galico /mg de extract). The phytochemical march
indicates that there are differences in some compounds in both its benchmark (ir),
as in color, mainly between Ralco population versus the population of Nahuelbuta
and Contulmo. Regarding morphological comparisons, variations between
populations, as in the thickness of layers and quantitatively isidia number, no
significant difference in the number of determined apothecia was found. However,
Ralco thalli showed no apothecia in any of the subjects studied. Also, they showed
differences in canopy opening each site, and the Fv / Fm in situ. The mentioned
differences in chemical composition and morphology are not evidenced in terms
of antioxidant and antimicrobial properties. P. flavicans has a high capacity for
radical scavenging both DPPH and ABTS. Also possesses growth inhibitory
activity on the Gram-positive S. aureus. Finally, we assume the presence of
MBO.As a conclusion, we believe that there exist.chemical changes and in the
morphological differences which could form chemo types among populations of
the coast and Andes Mountain. Furthermore, the methanolic extract of P. flavicans

has lichen compounds with antioxidant and antimicrobial properties.



1. MARCO TEORICO

1.1 Asociacion simbidtica de los liquenes

En liquenes las asociaciones entre sus biontes hongo - alga, hongo-
cianobacterias pueden ser del tipo antagonista, comensalistas o mutualistas.
Estas son discutidas convenientemente con respecto al nimero de biontes
comprometidos en la asociacion (Hawksworth, 1989). Los hongos carecen de
clorofila y para resolver sus carencias alimenticias deben utilizar diversas
estrategias. Una de ellas consiste en conformar una asociacién estable con algas
o cianobacterias, de esta manera ambos organismos se benefician mediante una
asociaciéon simbidtica generalmente mutualista. Se conocen mas de 15.000
especies de hongos capaces de desarrollar. simbiosis, a diferencia de los
organismos clordfitos (eucariotas, algas verdes) o cianobacterias (procariotas),
entre los cuales, solo pequefios grupos taxonémicos participan en la asociacion,
los fotobiontes mas comunes son del género Nostoc, Scytonema, Trebouxia y
Trentepohlia (Cubas et al, 2010). Los liguenes son organismos enigmaticos y
complejos cuyos cuerpos vegetativos (talos), involucran al menos un hongo
heterétrofo (micobionte) y uno o varies erganismos fotosintéticos (fotobionte)
el/los cual(es) puede ser unicelular(es) o cenobial(es). En dicha asociacion el
hongo desarrolla un habito macroscopico, generando un microambiente entre las
hifas del hongo, lugar favorable para el desarrollo del alga o cianobacterias.
Ademads, genera barreras fisicas y quimicas mediante la acumulacion de
metabolitos extracelulares, por ejemplo compuestos fotoprotectores,
antioxidantes, antibacteriales, etc., permitiendo que el fotobionte cumpla su ciclo
de vida y genere los azucares necesarios para el metabolismo de la asociacion,

liberando oxigeno en el proceso (Barreno y Pérez-Ortega, 2003; Guzman, 1994).



1.2 Morfologia de los liguenes

El micobionte es generalmente determinante en la morfologia de los liquenes y
éstos son nombrados taxonomicamente de acuerdo a la especie de hongo. La
morfologia es extremadamente diversa; se pueden encontrar organismos de una
gran gama de colores y puede ser de variados tamafios desde micro liquenes a
largas estructuras, que estan subdividas en tres principales categorias;
crustosos, foliosos y fruticulosos (Dayan y Romagni, 2011). El talo esta formado
por un cOrtex superior y uno inferior, una capa medular (micobionte), una capa
algal (zona gonidial) en la que las células del fotobionte quedan englobadas por
las hifas fungicas y en algunos casos una capa rizoidial, que es la encargada de
mantener una unién con el sustrato. Los talos crustosos carecen de cortex inferior
y se encuentran intimamente unidos al sustrato a través de sus hifas. Los
fruticulosos suelen tener solo un punto de conexion con el sustrato, del cual se
ramifican de forma ascendente o pendular. Los talos foliosos, presentan cortex
superior, bajo este se posiciona a zona gonidial, luego se desarrolla la medula
organizada por un conglomeradoe de hifas unidas, finalmente un coértex inferior
gue se extienden por todo el sustrato, unidos de forma mas laxa que los crustosos
(Figura 1) (Hale, 1983). Al igual que los hongos, la mayoria de los liquenes
muestran procesos de reproduccion sexual y asexual. En la simbiosis liquénica
el micobionte es el Unico que presenta una reproduccion sexual (peritecios,
apotecios, mazedios vy lirelas), mientras que el fotobionte queda restringido a la
reproduccion asexual (soredios, isidios, esquizidios, filidios o lobulillos vy
blastidios). Los apotecios son ascas abiertas, tienen forma acopada o de disco.
Se distinguen principalmente en 2 tipos: los lecanorinos, presentan un reborde
originado por el talo del cértex superior y la zona del fotobionte y los biatorinos,
con un reborde originado por las hifas del ascoma (fotografia 1). Mientras que las
estructuras vegetativas; isidios, pueden ser laminares, marginales y planos

(fotografia 2) (Barreno y Ortega, 2003).



1.3 Distribucion de los liquenes

Se han determinado alrededor de 25.000 especies de liquenes con una amplia
distribucién, aunque tan solo constituyen la vegetacion dominante del 8% de la
superficie terrestre (Barreno y Pérez-Ortega, 2003; Chapman, 2009). Son los
primeros colonizadores de habitat terrestres, con una distribucibn cosmopolita,
desde la region Artica hasta Antartica; desde el nivel del mar hasta las altas
montafas; de los desiertos a regiones polares (Cubas et al, 2010; Taylor et al,
1995). Los liquenes han sido postulados como posibles y Unicas formas vivientes
con la capacidad de soportar las condiciones del planeta Marte (Guzman, 1994).
Son de crecimiento lento y logran vivir varios miles de afios, segun estudios

realizados con C** (Denton y Karlén, 1973).

1.4 Compuestos liguénicos y biosintesis

Los liguenes, al igual que las plantas superiores, producen metabolitos que se
enfocan en el metabolismo primario (proteinas, lipidos, carbohidratos, y otros
compuestos organicos). Ademas, producen una gran variedad de metabolitos
secundarios (liguénicos) muchos de estos exclusivos de la asociacion simbidtica,
acumulados extracelularmente sobre las hifas y en la superficie del liquen
(Mitrovi¢ et al, 2011), otorgando caracteristicas Unicas como distintivos colores,
aromas y sabor. Estas moléculas, predominantemente pequefas vy
estructuralmente complejas, comprenden sobre el 20% del peso seco del liguen
(Muggia et al, 2009).

Se han identificado aproximadamente 1.050 compuestos liguénicos (Elix vy
Stocker -Worgotter, 2008), principalmente comprendidos por depsidos,
depsidonas, quinonas terpenicas, derivados del acido pulvinico vy triterpenoides
(Galloway et al, 2001). Muchos de estos compuestos se identifican
preliminarmente mediante analisis de comportamiento en cromatografia en capa

fina (CCF) y cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) (Huneck y
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Yoshimura, 1996), mediante la extraccion de solventes tales como benceno, éter
etilico, cloroformo, acetona y metanol. Siendo el uso de solvente un factor
importante para determinar una correcta elucidacion de los compuestos fendlicos
(Honda, 1997). Varios compuestos fenolicos han sido extensamente estudiados,
debido a sus bioactividades, los cuales se utilizan en varios sistemas tradicionales
de salud en el mundo, para curar eficazmente dispepsia, bronquitis, sarna,
trastornos estomacales, espermatorrea, muchos trastornos de la sangre y
corazéon (Gupta et al, 2007). Se conocen muchas sustancias liquénicas derivadas
de compuestos fendlicos (orcinol y -orcinol, metil B-orcinolcarboxilato (MBO), etil
hematomato (EH), antraquinonas (parietina), dibenzofuranos (acido Usnico),
depsides (&cido barbatico), depsidones (acido picroliquenico) y-lactonas (acido
protoliquesterinico, acido neprasterinico), y derivados de acido pulvinico (Gupta
et al, 2007; Muggia et al, 2009). Los compuestos liquénicos poseen distintas
funciones biologicas, tales ~ como antioxidantes, antibidticos, herbicidas,
aleloquimicos, proteccion frente-a luz UV-B, talerancia a la contaminacion,
actividad analgésica, antipirética, alérgenos, citotoxico, antitumoral y actividad
antiviral, entre otras (Molnar & Farkas, 2010). Los compuestos anteriormente
mencionados implica diversas vias de sintesis, las tres principales rutas son;
acetato-polymalonato, acido shikimico y acido mevalonico (Figura 2, Elix &
Stocker- Worgétter, 2008) (Boustie & Grube, 2005;) La primera es la responsable
de producir los compuestos tipicos de liguenes depsides y depsidones, tales
como dibenzofuranos, xantones, acido Usnico, entre otros (Huneck, 1999), la ruta
del 4cido shigquimiko, es la encarga de sintetizar metabolitos de la clase de las
terfenilquinonas como el acido poliporico y derivados del acido pulvinico. La ruta
del &cido mevaldnico produce terpenoides y ésteres similares a los producidos

por las plantas superiores (Pereira et al, 1999).



1.5 Usos y aplicaciones de los liguenes

Los liguenes han sido utilizados desde la antigiiedad como medicamentos, fuente
de alimento en tiempo de escases y como tinturas. Por ejemplo, en Europa se
utilizaban los pigmentos de los liquenes para tefir prendas de vestir, pero
perdieron interés cuando aparecieron los compuestos sintéticos, en la medicina
oriental se utilizaban liquenes ricos en &cido Usnico como remedios para
enfrentar la tuberculosis y para calmar sintomas como la fiebre (Okuyama et al,
1995) ademas se consumen en China como infusién. También, algunos pueblos
originarios los usaron como tintes y para hacer artesanias (Vartia et al, 1973).
Actualmente, el uso mas importante es como indicadores de contaminacion de
un ecosistema. Sin embargo, los desafios de hoy en la industria farmacéutica
radican en descubrir y desarrollar nuevos farmacos, a partir de liguenes, como
compuestos gquelantes, pigmentos, antioxidantes, antibacterianos, etc. (Malhotra
et al, 2009).

1.6 Actividad antibacteriana

Los microorganismos patogenos en humanos, animales y plantas, han logrado
desarrollar resistencia a muchos antibioticos, como es el caso de la micobacteria
gue causa la tuberculosis (Boustie & Grube, 2005). Estos han llevado, a
complicaciones clinicas severas, algunas producen micoroxinas y deterioran los
alimentos (Rankovic et al, 2007a). Por esta razon, es necesario encontrar nuevos
agentes antimicrobianos (Boustie & Grube, 2005), siendo claramente los liquenes
una fuente interesante de estos compuestos. Actualmente, se han reportado
investigaciones que sugieren que los compuestos liguénicos como dépsidos y
depsidonas, podrian ser efectivos en el tratamiento de varias enfermedades
causadas por microorganismos (Vinitha et al, 2012). Las propiedades
antibacteriales de extractos liquénicos han sido conocidas desde hace varias

décadas, es asi como Burkholder et al (1944) realizaron un ensayo con varias



especies de liquenes, determinando que muchas de estas eran capaces de
inhibir el crecimiento de bacterias tales como Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus subtilis. Mientras Rankovi¢ et al (2007a y 2007b), realizaron un
ensayo de la actividad antimicrobiana donde la mayor actividad inhibitoria se
observo utilizando como solvente metanol. Sin embargo, los estudios de actividad

antimicrobiana de liquenes son escasos y dispersos.

La actividad antimicrobiana esta correlacionada con los componentes fendlicos
(Rankovi¢ et al, 2010), atranorina, &cido lecanorico, erythtina, acido meta
depside sekikaico, el depsidon éacido lobario, metil orsellinato y metil-3-
orcinolcarboxilato (MBO) (Vinitha et al, 2012). La relevante actividad antimicrobial
de algunos liquenes como Umbilicaria cylindrica probablemente depende de la
presencia de dos depsidones, MBO y EH (Manajlovic et al, 2012).

Usualmente para determinar y comparar la actividad antimicrobiana de un
compuesto o extracto, se utilizan' métodos que Se clasifican en cuantitativos y
cualitativos. Los cuantitativos ' son aquellos' que utilizan un dato estandar
denominado minima concentracion de-inhibicion (CMI), el cual se considera el
‘gold standard”, es usado en diagnosticos de laboratorios para confirmar
resistencias (Ramirez & Castano, 2009). Se define como la minima concentracion
de antimicrobiano (pg/ml) que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo,
después de 24 horas de incubacion a 37°C (Quintana et al, 2005). Mientras que
los métodos cualitativos como discos de difusion son aquellos procedimientos
gue permiten clasificar directamente a un microorganismo como sensible o
resistente (Taroco et al, 2008). Este método se utiliza de manera frecuente en
bacterias de rapido crecimiento (Staphylococcus spp, Escherichia coli,
Enterococcus spp, Enterobactriaceas, Pseudomonas spp y otros bacilos no
fermentadores) y algunas microorganismos fastidiosos (Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus spp, Haemophilus spp, Neisseria gonorrhoeae y

Vibrio cholerae, entre otros) (Gonzalez, 2002). Es un método estandarizado por



el Laboratorio Internacional de Referencia: National Committee for Clinical
Laboratory Standars (NCCLS) (Prat, 2012). Esta técnica consiste en la
distribucibn homogénea del antibiotico sobre los medios de cultivo solido,
posteriormente el antibiotico difunde por el agar creando un gradiente de
concentracion decreciente segun se aleja del disco. La bacteria resulta
susceptible cuando no crece en las inmediaciones del disco y se forma un halo

de inhibicioén.

1.7 Actividad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO.0 ROS por reactive oxygen species) es
un término colectivo que no incluye solamente a los radicales de oxigeno
(superdxido e hidroxilo), también incluye a derivados no radicales desde el
oxigeno molecular (O2) tales como el peroxido de hidrogeno (H202). Un término
similar, se les otorga a las especies reactivas de nitrogeno, que estan siendo
ampliamente utilizado, para determinar estrés oxidativos (Halliwell & Gutteridge,
1999; Huda-Faujan et al, 2009).

La produccién de radicales a base de oxigeno es la pesadilla de todas las
especies aerobias, estas moléculas tienen el potencial de causar una serie de
eventos nocivos. Se generan principalmente en la cadena de transporte de
electrones de la membrana interna de la mitocondria, por enzimas
oxidoreductasa y por oxidacion catalizada por metales (Le Bras et al, 2005). De
esta manera, los radicales libres contribuyen a mas de cientos de desordenes en
humanos, incluyendo a la aterosclerosis, la artritis, la isquemia, lesion del sistema
nervioso central, gastritis, cancer, entre otras. En los ultimos afos, se ha puesto
mucha atencion a compuestos antioxidantes naturales, los cuales tienen distintos
mecanismos de accion, tales como union de catalizadores de iones de metales

de transicion, descomposicion de peroxidos, prevencion de la continuacion de
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abstraccion de hidrogeno, capacidad reductora y secuestradores de radicales
libres (Kekuda et al, 2011).

Los antioxidantes, tanto sintéticos como naturales, poseen la capacidad de
proteger el cuerpo de dafos causados por los radicales libres inducidos por el
estrés oxidativo (Souri et al, 2008). Sin embargo, la sintesis de antioxidantes tales
como butilhidroxianisol (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), acido
thiobarbiturico (TBA), acido galico etc., han manifestado un efecto negativo a la
salud, incluso algunos se les considera cancerigenos, logrando fuertes
restricciones para sus aplicaciones (Barlow, 1990). En los ultimos afos, los
esfuerzos radican en estudiar compuestos antioxidantes de origen natural y sus
beneficios para la salud, tanto en sentido nutricional como terapéutico (Ali et al,
2008).

Varios métodos son utilizados para medirla actividad antioxidante de un material
biolégico, uno de los mas comunes es el secuestramiento de radicales de
oxigeno. Este método es muy. 'popular debido @ su facilidad, velocidad vy
sensibilidad para determinar la actividad antioxidante. La presencia de
antioxidantes permite que desaparezca los radicales libres. Los metodos mas
utilizados con este principio es el ABTS y DPPH (Ali et al, 2008). Con la finalidad
de comparar los resultados, es necesario realizar una curva de calibracion con
un antioxidante sintético, para estos analisis se utiliza acido galico y acido

ascorbico, respectivamente, entre otros.

Las propiedades antioxidantes de los liquenes, estan en directa relacion al
contenido de fenoles (Mitrovic et al, 2011), Nedeljko y sus colaboradores
determinaron una fuerte actividad antioxidante del liquen Umbilicaria cylindrica,
los cuales podrian atribuirse a su alto contenido de fenoles, de la misma manera
Rankovi¢ et al (2007), concluyeron que el liquen Hypogymnia physodes

presentaba un alto contenido fendlico relacionado directamente con su actividad
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antioxidante. Por lo tanto, los liguenes serian una fuente interesante de material

biologicamente activo, para la utilizacion en farmacologia (Toledo et al, 2004).

1.8. Pseudocyphellaria flavicans (Hook. f. & Taylor) Vain

1.8.1 Estructuras morfoldgicas y sus funciones

Posee morfologia foliosa relativamente grande 2,5 a 20 cm de diametro,
presentan forma de rosetas orbiculares, irregularmente laciniados, monofoliosos,
adheridos fuertemente al sustrato, margen entero, lobulado, presenta unas
estructuras en las hifas denominadas pseudocifelas, los cuales son cavidades de
10 — 20 um de diametro de color amarillo o blanco, que en algunas ocasiones se
transforman en sorelios, estos permiten la entrada de CO: hacia la zona gonidial,
en ocasiones son del mismo color que la medula y producen reactivos como acido
lecandrico, (Hale, 1983). El cortex superior paraplectenquimatico, de 20 a 40 um
de ancho, cumple la funcion de-proteger a las células algales de una rapida
deshidratacion y de los efectos negativos de la densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (PPFD) de alta intensidad, también se ha determinado que genera
una resistencia la difusion del CO2 (Valladares et al, 1995). El mencionado cortex
esta formado por una densa disposicion de células del micobionte, a menudo
fusionadas con sustancias gelatinosas de origen polisacarido (Jahns, 1984),
estas sustancias de origen polisacarido entregan una proteccion adicional en
respuesta a la desecacion (Hale, 1976) La zona fotobidtica o gonidial ubicada
entre el cortex superior y la medula, es de 20 a 50 um de ancho, en donde se
posicionan los fotobiontes agrupados o en solitario. La medula de 65 a 360 um
de ancho, de color amarillo, compuestas por hifas arregladas horizontalmente, es
hidrofoba, facilita la movilidad del agua hacia la capa gonidial, es también la
encargada de almacenar el anhidrido de carbono. El cortex inferior, de 10 a 45
pm, es la capa mas delgada del talo, desde el cual se forman los tomentos o

rizoides que no siempre se distinguen, ademas es el encargado de transportar el
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agua evaporada, hacia la medula, luego a la zona algal, y retiene la salida de
agua en periodos de sequia. (Mondaca & Forero, 2006) (Fotografia 1. Imagen

microscopica de P. flavicans).

1.8.2 Taxonomia

De acuerdo ficha de antecedentes de especie descrita por el ministerio de medio
ambiente de chile en el 2018, su distribucion en Chile continental va desde la
latitud 37°50'S, hacia el sur hasta Tierra del Fuego, ademas de Juan Fernandez.
También ha sido descrito para la Isla Mocha. Su clasificacion taxonomica se

presenta en la Tabla 1 (Mufioz & Casanova-Katny).

Tabla 1. Clasificacion taxondémica del liquen Pseudocyphellaria flavicans

Reino Fungi
Divisién Ascomycota

Clase Ascomycetes
Orden Peltigerales
Familia Lobariaceae
Geénero Pseudocyphellaria
Especie P. flavicans

1.8.3 Distribucién y habitat

El género tiene distribucion cosmopolita, constituida por 114 especies, estos
crecen en ramas, cortezas, suelo o roca, este género es especialmente diverso

en el hemisferio sur particularmente en mediana humedad y habitat con bajas
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temperaturas. Su mayor distribucion se presenta en Sudamérica, con 54
especies, Nueva Zelanda 50 especies, region paleotropical 29 especies y
Australia 39 especies. En Chile se han registrado una alta diversidad de especies,
alrededor de 50, tales como; Pseudocyphellaria aurata, P. bartlettii, P.
berteroana, P. dissimilis, P. dubia, P. guzmanii, P. imbricatula, P. imshaugii, P.
mooreana, P. neglecta, P. richardii, P. skottsbergii, P. flavicans. Las mencionadas
especies presentan distintos grados de conservacion desde especie “rara” hasta
“fuera de peligro”. (SINAB, 2010). Pseudocyphellaria flavicans (Hook. f. & Taylor)
Vain. Es un liguen nativo de Chile que también se ha reportado en nueva
Zelanda, Australiay Tasmania, siendo Chile el pais que posee mayor distribucion,
desde tierra del fuego hasta la region del Bio- Bio. A pesar de su amplia
distribucién en Chile, no se encontraron trabajos sobre morfologia, fisiologia y

guimica de este liquen.

1.8.4 Quimica del género pseudocyphellaria

Presenta una gran variedad de compuestos tales como paradépsidos de la serie
orcinol, depsidonas vy triterpenoides, derivados del acido pulvinico y de la ruta
shikimico (Moncada y Forero, 2006). En Chile, los estudios de quimica de
liguenes son muy escasos, aunque Bjerke y Elvebakk et al (2004), realizaron una
comparacién quimica y morfoloégica de los liquenes Pseudocyphellaria
endochrysa y Pseudocyphellaria vaccina, indicando la existencia de diferencias
en algunos compuestos quimicos como pseudocyphellarina B. Ademas, segun
los autores mencionados anteriormente, el género Pseudochyphellaria podria

presentar una gran cantidad de compuestos bioactivos unicos.
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1.9 Relacion entre el ambiente con caracteristicas quimicas y morfolégicas
en los liquenes

La asociacion simbiotica generada en los liquenes han permitido que se
expandan y desenvuelvan en condiciones ambientales bastantes adversas,
lugares donde los simbiontes aislados no podrian sobrevivir (Pereira et al,
1999a). Por lo general, la gran mayoria de las especies liquénicas reconocidas
morfolégicamente poseen una composicidn quimica constante, sin embargo
dentro de algunas especies se pueden diferenciar dos o mas quimiotipos, que a
su vez pueden ser ecolégica o geograficamente distintos (Manrique, 1989).
Jungbluth et al (2011) determinaron 4 guimiotipos dentro de la especie Pyxine

pungens, que morfolégicamente no presentaban diferencias a simple vista.

Distintos ambientes incrementan el estrés fisico y biologico. Por ejemplo, los
liguenes expuestos a factores estresantes tales como: alta radiacion, sequias,
presencia de patégenos, etc. Aumentarian la sintesis de compuestos fendlicos y
con ello presentan una mayor bioactividad antioxidante y antimicrobiana (Molnar
& Farkas, 2010; Manojlovic et al, 2012). Bhattarai et al (2008), concluyeron que
los liquenes de la Antartica poseen mayor produccion de fenoles totales, en
comparacién con liquenes nativos de regiones templadas y tropicales. Ademas,
muchas caracteristicas anatomicas y ecofisiologicas dependen de las
condiciones ambientales (Gauslaa et al, 2006). Por ejemplo, el crecimiento de los
talos dependen tanto de caracteristicas fisicas como el sustrato (rugosidad,
porosidad, dureza), y condiciones ambientales tales como alta exposicion a la
luz, pH, presencia de particulas nocivas en el aire, alta y baja humedad (Pereira
et al, 1999a). En el caso del grosor de los talos, el cortex superior, capa algal y la
medula, incrementan en condiciones de alta luminosidad (Green y Lange, 1991.
Anexo 9.3). Debido a los escasos estudios en la quimica y morfologia de

liguenes, es de alta importancia realizar estudios comparativos entre poblaciones
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de liquenes distribuidas en ambientes variables, como es el caso del liquen P.
flavicans, distribuido principalmente en la cordillera de la Costa (Parque Nacional
Nahuelbuta y Monumento Natural Contulmo) y Precordillera de los Andes

(Comuna de Ralco).

1.9.1 Caracteristicas del Parque Nacional Nahuelbuta

Se ubica en la cordillera de la costa, latitud 37° 49°15"" sur, longitud de 73° 0203
Oeste. Con una altitud entre los 900 a 1560 msnm. Su clima es templado-calido,
con 6 meses lluviosos y precipitaciones anuales que varian entre los 1000 y 1500
mm. El verano es seco y caluroso. La temperatura media es de 13 °C. Ademas
entre los meses de junio y septiembre se presentan nevazones, con una

humedad superior a un 80%.

1.9.2 Caracteristicas del Monumento Natural Contulmo

Se ubica en la comuna de Purén, provincia de Malleco, latitud 38° 01 Sur, longitud
73° 10”"Oeste. Con una altitud desde 175'hasta 500 msnm. Su clima es templado
de verano seco con una corta estacion de sequia. Permite la influencia maritima,
aumentando la humedad en el sitio y de los vientos humedos provenientes del
Oeste, por esta razon presenta la mas alta pluviosidad en comparacion a otros
sectores de la cordillera de Nahuelbuta. Las precipitaciones varian entre los 1.900
hasta mas de 3000 mm anuales. La temperatura media anual es de 12,6° Cy la
humedad relativa media anual es de un 83 % (CONAF, 2012).

1.9.3 Caracteristicas de la Reserva Nacional Ralco
Se ubica en la provincia de Bio-Bio, latitud 37°51" Sur, longitud 71° 19° Oeste,

con una altitud media de 1200 msnm. Presenta un clima templado humedo, las
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precipitaciones pueden sobrepasar los 2.000 mm, la precipitacion invernal cae en

forma de nieve. El verano es seco, calido y de gran estabilidad atmosférica.
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Corteza inferior
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Figura 2. Vias de biosintesis de metabolitos secundarios en liquenes (modificado de Elix y
Stocker- Worgotter (2008).
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Fotografia 1. Imagen microscopia de Pseudocyphellaria flavicans. Objetivo 10x. Autor:
Bravo G (2013).

1mm i’ ’

Imm

-
_—a -

Fotografia 2. Imagenes tomadas bajo lupa de estructuras reproductivas y de
pseudocyphellas. Caracteristicas de la especie Pseudocyphellaria flavicans, A.
Apotecios, en forma de ascas. B. Isidios, de 1 a 2 mm de altura. C. Pseudocyphellas,
pequefios orificios.
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2. HIPOTESIS

De acuerdo a la literatura revisada, los liquenes presentan en su composicion
guimica bio-compuestos Unicos con potencial uso en alimentacion y
farmacologia. Aunque los liguenes pueden variar notoriamente al encontrarse en
sitios diferentes, generando muchas veces quimiotipos, que ademas son
reflejadas en diferencias morfoldgicas. En virtud a lo mencionado, presentamos

las siguientes hipotesis:
Hipotesis 1.

El liguen Pseudocyphellaria flavicans, presenta compuestos bioactivos con

caracteristicas antioxidante y anti-bacteriana.
Hipotesis 2.

Los individuos de Pseudocyphellaria flavicans de las poblaciones de Contulmo,
Nahuelbuta (cordillera de la costa) y Ralco (pre-cordillera de los Andes),
presentan diferencias en la composicion guimica y en sus actividades biologicas
(actividad antioxidante y antimicrobiana), relacionadas con diferencias

morfoldgicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Detectar compuestos fendlicos relacionados con actividades bioldgicas, tales
como; antioxidantes y antimicrobianas y sus variaciones cuando presentan
diferencias en la composicion quimica y en caracteristicas macro-

micromorfoldgicas en distintas poblaciones de Pseudocyphellaria flavicans.

3.2 Objetivos especificos

« Determinacion de grupos de compuestos mediante una marcha
fitoquimicay cromatografia en capa fina (CCF),

% Comparacién de estructuras reproductivas y grosor de las capas de los
talos de cada poblacion.

% Realizar ensayos de Fv/Fm in situ y comparar la apertura del dosel de cada
sitio.

% Cuantificar Fenoles Totales, mediante la técnica de Folin-Ciocalteau (FC).

% Determinar actividad antioxidante mediante las técnicas del radical libre
DPPH y ABTS, a partir de un extracto metanalico.

% Establecer ensayos antimicrobianos, mediante el método de difusion en
disco.

% Identificar compuestos liquénicos mediante CLAR-UV.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestras de estudio

Las muestras fueron recolectadas por el tesista, en conjunto con investigadores
del laboratorio de Anatomia y Ecologia Funcional de Plantas de la Universidad
de Concepcion, Campus Los Angeles, lugar donde fueron almacenados en
oscuridad y secos. Las recolecciones se realizaron en el Parque Nacional
Nahuelbuta, el Monumento Nacional Contulmo, ambas de la region de la
Araucania, (pertenecientes a la cordillera de la costa) y en los alrededores de la
comuna de Ralco, Region del Bio — Bio, ubicada en la cordillera de los Andes.
La primera recoleccion fue de talos semi completos, durante el afio 2012
(identificacidon, estudios preliminares. quimicos, — analisis morfologicos), La
segunda recoleccion fue de segmentos de talos, durante la primera semana de
enero del 2013 (propiedades antioxidantes, antimicrobianas e identificacion por
CLAR-UV). Estos fueron identificados por el Doctor en botanica Reinaldo Vargas

Castillo.

4.2 Apertura de dosel y Fv/Fm in situ

Se tomaron fotografias hemisféricas (Anexo 9.2). una fotografia por talo
recolectado en cada sitio de extraccion, estas fueron analizadas con el software
Gap Light Analyzer (GLA), para calcular la apertura de dosel, y con ello conocer
la luz incidente en los liquenes. Para determinar el Fv/Fm in situ, se utilizd un
fluorimetro. Se midieron 10 talos escogidos al azar por sitio, el Fv/Fm in situ se
calcul6 mediante el uso de un pulso de luz saturante (3500 mol m? s*) por 1 s.
Antes de cada medicion de Fv/Fm, los talos fueron aclimatados a oscuridad por
30 min, mediante el uso de pinzas incluidas en el equipo, las mediciones se

hicieron en triplicado por cada talo de P. flavicans.
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4.3. Marcha fitoquimica

Se realizaron test de reconocimiento de metabolitos secundarios tales como;
flavonoides, taninos, cumarinas, antraquinonas, saponinas y alcaloides. Donde
se establecid, la presencia o ausencia de los metabolitos secundarios, segun los

meétodos de Martinez y Cuellar (2002).

Para el reconocimiento de flavonoides, se realizé una extraccion metandlica del
material vegetal, luego esta se filtra en algodoén, y se sometio a HCI/Mg y a
HCl/Zn. A partir, del color de la reaccion se determind la presencia de flavonas
(anaranjada), o flavonoles (cereza).

Para la determinacion de taninas, se realizé una extraccion acuosa, mas 3 gotas
de reactivo de FeCI3 al 5 %. A partir, del color o precipitado en la solucion
resultante, se determind la presencia de taninos pirocatéquicos no hidrolizables

(verde) o taninos pirogalicos hidrolizables (azul a negro).

Las cumarinas fueron analizadas mediante la agitacion de 1 g de muestra seca
con &cido sulfarico (10%), luego se filtra por algodon, se extrae el filtrado con éter
etilico y se decanta la fase organica-en un tubo de ensayo para evaporar a
sequedad. Posteriormente, se disuelve en agua caliente y se le agregan gotas
de amoniaco. Finalmente se observa el tubo de ensayo mediante una lampara
UV fluorescente a 366 nm, la fluorescencia celeste indica la presencia de

cumarinas.

El andlisis de saponinas, se realiz6 mediante agitacion de muestra vegetal con

agua, la reaccion es positiva, si se observa espuma persistente.

Las antraquinonas se analizaron mediante la reaccion de Borntraeger, la muestra
seca se disolvié en un solvente organico no polar como el éter o cloroformo, se
trat6 agitando con una solucién alcalina (hidroxido de amonio, hidroxido de sodio,

hidroxido de potasio). Se espera una coloracion rojo rosado a cereza.
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La determinacion de alcaloides, se realiz6 mediante el tratamiento de la muestra
seca pulverizada con un solvente organico poco polar (éter, cloroformo) en medio
alcalino (NH3) se filtro, y luego se decant6 la fase organica en vidrio reloj.
Después de evaporar, al residuo se le agregaron gotas de acido clorhidrico al
1%. Se verifica la presencia de alcaloides con la formacion de precipitado con el

reactivo de Lugol.

4.4 Detecciéon de metabolitos secundarios por cromatografia en capa fina
(CCF)

Se utilizaron liquenes de las 3 poblaciones, los cuales se secaron en oscuridad,
a temperatura ambiente, luego se realizo la extraccion en tubos eppendorf donde
se tomaron 5 mg de P. flavicans de cada poblacion en 1 ml de metanol,
posteriormente fueron almacenados a 4°C. El ensayo fue realizado segun la
metodologia estandar de CCF, para metabolitos de liquenes formados por el
hongo, descrito por CF Culberson y Kristinsson (1970), con pequefas
modificaciones. Se utilizaron placas- cromatograficas unidimensionales CCF
silice de gel 60 F254 marca Merck de 16 x 7 cm, Sistema de solventes B
(hexano/éter dietilico/acido formico 130/80/20 v/v), E (ciclo hexano/acetato de
etilo 75/25 v/v), G (tolueno/acetato de etilo/acido formico 139/83/8 v/v).

4.5 Extraccion acetonica y metanolica

Se realizaron las extracciones a partir de la relacion de 0,01 g de muestra vegetal
en 3 ml de solvente (acetona o metanol), se dejo macerando 1 hora. Luego se
concentr0 mediante rota vapor, a 35° C en caso de la acetona y 50°C para
metanol. Posteriormente, se evaporaron los restos de solventes en una estufa a

40 ° C. Finalmente se tom6 0,05 g de extracto seco y se le adiciond 50 ml de
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solvente en un matraz aforado de 50 ml, para obtener una solucion stock de 1

g/L, tanto para el extracto acetdnico y metandlico.

4.6 Determinacion del contenido total de fenoles

La concentracion total de compuestos fendlicos, fue determinada
espectrofotométricamente de acuerdo al método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
(FC). A partir de los extractos anteriormente preparados, se tomaron alicuotas
para obtener distintas concentraciones (12,5; 25; 50; 80 pg/ml), luego se adiciono
1,25 ml del reactivo de Folin-Ciocalteau marca MERCK, fue mezclado en un
matraz aforado de 25 ml durante 1 min, posteriormente se agregd 5 ml de
carbonato de sodio (20% v/v), previamente preparado, se aforé con agua
destilada, para finalmente medir. la longitud de onda en el espectrofotometro

Spectronic 20 a una longitud de onda de 765nm.

Curva de calibracion para fenoles totales
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Figura 3. Curva de calibracion de acido galico
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Se realizé la curva estandar del acido galico (grafico 1), para esto se pesaron
0,025 g de acido galico marca MERCK, se lleva a un matraz aforado y se afora
en metanol, obteniendo una concentracién de 1 g/L, Posteriormente se toman
alicuotas de 50, 100, 150, 200, 250 L, llevandolas a un matraz aforado de 25 ml
(obteniendo las siguientes concentraciones 2, 4, 6, 8,10 pug/ml), luego se le
agrego6 a cada matraz 1,25 ml del reactivo de Folin-Ciocalteau, fue mezclado en
un matraz aforado de 25 ml durante 1 min, posteriormente se agregé 5 ml de
carbonato de sodio (20% v/v), luego se aforé con agua destilada y se midié a

517nm. La curva fue realizada en duplicado.

4.7 Analisis morfo-anatomicos

Se comparé el numero de isidios y apotecios de 5 talos seleccionados al azar
por cada poblacién. Las estructuras reproductivas fueron contadas bajo lupa,
dentro de 1 cm?, a 3 cm desde el margen derechao e izquierdo y 1 cm desde el la
parte mas angosta del talo. Se realizaron cortes transversales en cada uno de los
liguenes utilizando bisturi, desde el lado mas largo de los talos, cada 3 cm desde
la derecha e izquierda. Se tomaron fotografias de los cortes, utilizando el
microscopio Carl Zeiss Primo Star, con un objetivo de 10X, equipado con camara
optica CANON EOS REBEL XS. Luego, mediante el programa EOS utility se
midié el diametro de las capas del liquen; Cortex superior, capa algal, medula,

cortex Inferior y rizoides.

4.8. Determinacion de polifenoles mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR)

4.8.1. Preparacion de la muestra
Se realizé un ensayo preliminar de un extracto de P. flavicans de Nahuelbuta,

utilizando como solvente metanol grado técnico, con el fin, de verificar la
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existencia de los polifenoles en estudio. Posteriormente se realizé un ensayo con
1.0 g de P. flavicans de Nahuelbuta en 50 ml de etanol grado farmacéutico, se
dej6é macerando en frio durante una noche, en una pieza oscura. El extracto fue
filtrado en papel filtro whatman N°1 y se concentr6 a 40°C en rotavapor, modelo

HB10 digital. Luego el extracto es disuelto en 1 ml de metanol grado CLAR.

4.8.2. Sistema de CLAR y condiciones de la cromatografia

Se utilizé el equipo de CLAR Agilent Technologies 1200 series del Centro de
Desarrollo Tecnolégico Agroindustrial (CDTA), de la Universidad de Concepcidn,
Los Angeles. Consiste de un sistema con unos 1515 suministros de solventes.
Con una Columna Symmetry C1g8 G1315D (150 X 4.6 mm, 5 um), acoplada con el
detector UV G 1316A. Los datos obtenidos fueron procesados usando el software
“Waters EmpowerPro chromatographic”. La fase movil consistio en una mezcla
de (A) Acetonitriio — (B) H20 (0,1% AcOH) (50:50 v/v), la cual fue filtrada,
desgasificada por sonicacion. Para la columna, la temperatura fue de 28° C y un
flujo de 1.0 ml/min. Los componentes se midieron a 265 nm, en este ensayo se
realiz6 una medicion cualitativa de los componentes de MBO y EH, mediante
comparacién de sus peak y tiempos de retencion (Cromatograma 1). La
metodologia utilizada fue de acuerdo al trabajo realizado por Gupta et al (2007),

con sutiles modificaciones.
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Cromatograma 1. Peaks y tiempos de retencion de MBO y EH utilizados
por Gupta et al, 2007.

4.9. Analisis antimicrobiano

4.9.1. Material vegetal, microorganismos y antibioticos

Se utilizaron talos de liquenes de las 3 poblaciones, Contulmo, Nahuelbuta y
Ralco. La extraccion se realizd utilizando metanol, de igual manera a como se
desarroll6 en el punto 4.5. Se efectud un ensayo preliminar con el extracto de
Contulmo, utilizando concentraciones de 400 pg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml,
30 mg/ml, 40 mg/ml, 60 mg/ml y 90 mg/ml. Posteriormente se utilizaron
concentraciones de 0,8 mg/ml, 1 mg/mly 2 mg/ml en todas las poblaciones. Para
comparar la concentracion critica, que es necesaria para inhibir el crecimiento
de la bacteria. Los microorganismos utilizados fueron la bacteria Gram positiva
Staphylococcus aureus y la bacteria Gram negativa Escherichia coli. Este
material biologico fue proporcionado por el Hospital “Victor Rios Ruiz” de la

ciudad de Los Angeles.

4.9.2 Medios de cultivo
Para cultivar en el medio s6lido S. aureus, se utilizé el medio cerebro corazén en

agar, el cual se preparo de la siguiente manera: 37 gramos del medio cerebro
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corazdn mas 15 gramos de agar en 1000 ml de agua destilada. Mientras que para
E. coli, se utilizé el medio EMB (con agar incluido), donde se pes6 37 gramos en
1000 ml de agua destilada. A su vez, se prepararon medios liquidos de
crecimiento para las bacterias que constaba del medio cerebro corazon sin agar
y el medio EMB (sin agar). Todos los medios fueron autoclavados durante 30 min

aprox, a latm de presion a 121° C, y posteriormente almacenados a 4°C.

4.9.3 Preparacion de placas y pre-cultivos de microorganismos

El ensayo antibacterial se llevo a cabo usando el método de difusion en agar
sblido (Khan et al, 2007), Se agregaron 20 ml aproximadamente en las placas
petri y se almacenaron a 4°C. Mientras que las bacterias fueron pre-inoculadas
en un cultivo liquido para su crecimiento (medio cerebro corazén y EMB), durante
48 horas a 37°C.

4.9.4 Determinacion de la actividad antibacterial

Se tomaron bacterias del medio de cultivo liquido y se llevaron a placas petri con
medios solidos preparados anteriormente, 0.1 ml del cultivo liquido se esparcio
con un asa de Drigalsky de vidrio, bajo camara de flujo horizontal. Posteriormente
se introduce un disco de papel filtro Whatman (6 mm de diametro), impregnado
con 10 pL de las distintas concentraciones de extractos y con 10 pL de metanol
como control negativo. Luego las bacterias se dejan cultivar durante 48 horas a
37° C, midiendo el halo de inhibicion (diametro en milimetros) cada de 24 y 48
horas. El disefio experimental correspondio a 3 réplicas (placas petri) por cada
concentracion y 3 subreplicas (discos) por cada placa petri. Cada placa contiene
un control negativo que corresponde a 1 disco impregnado con metanol (Anexo
9.4, Figura 6).
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4.9.5 Curva de antibioticos estandares, control positivo

Los antibidticos estandares utilizados fueron Ampicilina para S. aureus y
Estreptomicina para E. coli, los cuales fueron facilitados por el laboratorio de
Biogquimica de la Universidad de Concepcion, Campus Los Angeles. Las curvas
se realizaron en triplicado con las siguientes concentraciones de antibidtico: 0,2;
0,5; 2,5; 5; 10; 15; 50 mg /ml.

4.10 Actividad antioxidante

4.10.1 Determinacion de secuestramiento del radical libre DPPH

El método utilizado fue de acuerdo a Takao et al (1994), con sutiles
modificaciones. Se disolvieron 8 mg de DPPH marca Merck en 100 ml de
metanol, para obtener una concentracion de 80 pg/ml, luego se ajusto la longitud
de onda de la absorbancia (0,70 a 0,90). Simultaneamente se realiz6 una dilucién
stock de 2 mg/ml del extracto liquénico de cada pablacion. A partir de la solucion
stock se realizaron diluciones para abtener las siguientes concentraciones; 5, 40,
200, 400, 500, 1000 y 2000 pg/ml, de cada solucion se tomaron alicuotas de 2
ml y se mezclaron con 2 ml de DPPH (80 pg/ml), se dej6é incubando por 30
minutos. Finalmente se midio la absorbancia a 517 nm en el espectrofotometro
UV-Visible Genesys. Como blanco se utilizé metanol al 95%, control negativo se
utilizé la solucion de 2 ml de metanol con 2 ml de DPPH, mientras que control
positivo acido galico (estandar), se realizé con la finalidad de comparar y expresar
la capacidad antioxidante del extracto liguénico en metanol grado técnico, para
ello se realizaron 2 curvas de calibracion utilizando diferentes concentraciones
del estandar acido galico (0,3 pg/ml, 0,6 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/mly 3 pg/ml),

evaluando la absorbancia y el porcentaje de inhibicion de DPPH. Las curvas de
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calibracion se realizaron en duplicado (Figura 4).
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Figura 4. Curvas de calibracion e inhibicion de acido galico y ascorbico.

4.10.2 Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS

La medicion de la capacidad antioxidante se realiz6 de acuerdo al método de
Miller et al, 1995. Fue utilizado el radical libre ABTS++, y el radical se obtuvo
mediante la reaccion de ABTS (7 mM) con per sulfato potasico (2,45 mM,
concentracion final) dejando incubar a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 16h. Este reactivo se mantuvo activo por 3 dias. Se diluye con etanol y
se ajustd la absorbancia comprendida entre 0,70 (+0,02) a 734 nm, en
Espectrofotometro Spectronic 20. La absorbancia se midio a 60 s después de la
adicién de 2,0ml de la solucion ABTSe+ a 175uL de distintas concentraciones del
extracto liquénico. La disminucion de la coloracion se expreso en porcentaje de
inhibicién de ABTS, la cual es comparada con una curva estandar del antioxidante
sintético de referencia acido ascorbico (grafico 2), la cual se realizé en duplicado.

Los resultados se expresan como pg de acido ascorbico soluble en metanol
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equivalente por gramo de muestra fresca. Como blanco se utilizé6 metanol, control

negativo ABTS sin los 100 pL de &cido ascorbico.

4.10.3. Célculos de secuestramiento de radical libre DPPH y ABTS.

Las curvas de ABTS se ajustaron a regresion lineal, mientras que las curvas de
DPPH se ajustaron a regresion polinomial. La actividad de secuestramiento del
extracto fue calculado usando la Formula 1. Donde Acontrol €S la absorbancia del
control negativo, Amuestra absorbancia de la mezcla de DPPH y extracto/estandar
(acido galico). Se calcula el valor IC50, mediante el software Excel 2010, donde
el IC50 equivale a la concentracion de extracto requerida para secuestrar el 50%

del radical libre DPPH o ABTS. Los ensayos se realizaron en triplicado.

A control — A muestra

% de inhibicion G ( ) £100

A control

Formula 1. Para calcular, el porcentaje de inhibicion del extracto en el radical libre DPPH
y ABTS.

4.10.4 ensayo de cinética del extracto metandlico en DPPH y ABTS.
Para determinar el comportamiento del extracto liquénico metandlico en el

tiempo, se mezclaron 2 ml utilizando IC50 de cada poblacion obtenido en el
ensayo de secuestramiento del radical libore DPPH, anteriormente realizado con
2 ml de DPPH en metanol 0,09 mM. Se midié su absorbancia a 517 nm en
espectrofotometro en intervalos de 5 minutos durante 150 minutos. Para calcular
el porcentaje de inhibicion se utilizo la formula 1. Donde el control negativo fue

DPPH mas metanol y como blanco el solvente metanol.

En el caso de ABTS, se mezclaron 2 ml de metanol, mas 175 pL del IC50 de
cada una de las poblaciones, se midid la absorbancia a 734 nm en

espectrofotometro Spectronic 20, en intervalos de 5 minuto durante 150 minutos.
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Para calcular el porcentaje de inhibicidn se utilizé la féormula 1. Donde el control
negativo fue 2 ml de ABTS mas 175 pL de metanol y como blanco el solvente
metanol. Los ensayos de cinética se realizaron en triplicado, obteniendo una

curva promedio de cada poblacion usando el radical libore DPPH y ABTS.

4.11. Analisis estadisticos.

Los andlisis estadisticos se realizaron con comparaciones multiples, en ANOVA
con test de Tukey. Para los datos no paramétricos se utilizaron dunnett’s y kriskal-
wallis. Mediante el software STATISTICA 10.

5..RESULTADOS

5.1 Marcha fitoquimica
Los resultados de los ensayos de reacciones de coloracion, sobre los talos

liquénicos de P. flavicans de Nahuelbuta. Indican la presencia de compuestos

taninos, fenoles, flavonoides, antraquinonas y alcaloides (Tabla 2).

Tabla 2. Metabolitos secundarios identificados en individuos de P. flavicans.

Metabolito Secundario Resultado de la reaccion
Taninos y fenoles +
Cumarina +
Saponinas -
Flavonoides +
Antraquinonas +
Alcaloides +

+:Reaccidn positiva, -:Reaccion negativa.
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5.2 Fenoles totales
Mediante el ensayo de Folin-Ciocalteau, los resultados de la Tabla 3 indican que
no existen diferencias significativas en la extraccion de fenoles, utilizando como

solvente metanol o acetona.

Tabla 3. Concentracion de fenoles totales, en extractos liquénicos metandlico vy

acetédnico.
Extracto Fenoles totales (ug de acido gélico /mg de extracto)
82.10 + 12.832
Metandlico
62.22 ~ 9.522
Acetdnico

Letras iguales indican que no existe diferencias estadisticamente significativas (Tukey p
< 0.05).

5.3 Deteccion de metabolitos en cromatografia en capa fina

A partir, del indice de referencia (ir), la presencia del color y fluorecencia bajo luz
UV, es evidencia de la presencia de fenoles, taninos, carotenoides, entre otros.
Ademas se determinaron algunas diferencias en la presencia e intensidad de

manchas entre las poblaciones en estudio (Fotografia 3).
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Solvente 1 Solvente 2 Solvente 3

Fotografia 3. Placas cromatograficas TLC. A. Luz visible y B. Bajo luz Ultravioleta. N:
Nahuelbuta, C: Contulmo y R: Ralco. Utilizando distintos solventes de arrastre. Solvente
1 (Tolueno, etil acetato, acido formica); Solvente 2 (Ciclo hexano, etil acetato); Solvente
3 (Tolueno y Acido acético).

5.4 Analisis morfo-anatomicos

Los resultados de la Tabla 4 indican que existen diferencias significativas en las
caracteristicas morfologicas y en la anatomia de los talos en las poblaciones de
P. flavicans. El grosor total del talo, la médula y de los rizoides fue
significativamente mayor en los individuos que se encuentran en la cordillera de
la Costa. Sin embargo los talos de Contulmo mostraron una mayor semejanza a

los de talos de Ralco en algunas capas (Anexo 9.1) (Tukey p<0.05).
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Tabla 4. Grosor promedio de las distintas capas que forman la estructura liquénica de

cada poblacion.

CAPAS

NAHUELBUTA

CONTULMO

RALCO

Cortex Superior

56,03 +14,512

34,24 +7,59°

29,97 +6,83"

Zona Algal

60,63 + 25,53 2

39,18 + 15,34°

38,66 + 13,06 °

Medula

309,6 + 136,18 @

257,18 £ 65,212

149,95 + 69,35

Cortex Inferior

48,05 + 20,74 2

33,88 £14,39°P

31,49 £ 16,83 °

Rizoides

70,55 49,652

Grosor Total

. & & K K

103,00 + 55,00 2

35,13 +24,54b

105,32 @

285,19 + 171,09 °

Los valores estan indicados en um. Letras distintas indican diferencias significativas

(Tukey p< 0.05).

Se determiné mayor nimero de isidios en las poblaciones de Nahuelbuta y Ralco

(Figura 5), y no se determiné diferencias estadisticamente significativas en el

namero de apotecios, sin embargo, Ralco no presentd apotecios en ninguno de

los talos analizados (Tabla 5).

Tabla 5. N° de estructuras reproductivas de cada sitio

Estructura reproductiva Nahuelbuta Contulmo Ralco
Isidios 53 +23.71%® 40 +19.15° 65.67 £ 30.232
Apotecio 0.48+1.192 0,76 + 2.092 0+02

Valor medio del nimero de 6rganos reproductivos junto a la desviacion estandar. Letras

distintas indican diferencias significativas (Tukey p< 0.05).
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Figura 5. Gréfico de los isidios por poblacién. Letras distintas indican diferencias
significativas (Tukey p< 0,05).

5.5. Apertura de dosel y resolucién (fotosintética cuantica maxima del
fotosistema ii in situ

Se determin6é que existe un mayor-FV/IFm in situ, en los talos de Ralco, en
comparacién con las poblaciones de la cordillera de la costa (Figura 7). Ademas,

Ralco presentd una menor apertura de dosel (Figura 6). Ver Anexo 9.2

36



50

F=9.6162, p=0.0007
40 |
9
~ a
0 T
[%)]
o 30 a
£ T
0]
Q
N b
2 20 1 T
[e]
C
@
O
10
Contulmo Nahuelbuta Ralco

Figura 6.Gréfico de la apertura de dosel de cada sitio. Letras iguales indican que no
existe diferencias estadisticamente significativas, (Tukey p <0.05).
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Figura 7. Gréfico del Fv/Fm de cada sitio. Letras iguales indican que no existe
diferencias estadisticamente significativas, (Tukey p <0.05).
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5.6. Analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

De acuerdo a los datos arrojados por el ensayo en cromatografia liquida de alta
resolucion, y al compararlo con los resultados obtenidos por Gupta et al (2007)
(Cromatograma 1), se presume la presencia del compuesto MBO en el extracto
metandlico en los talos de P. flavicans de la poblacion de Nahuelbuta
(Cromatograma 2), Debido a que presenta un peak similar en el min 5.535 y el

duplicado en 5,095 (para més detalle ver Anexo 9.7).
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Cromatograma 2. Los diferentes picos y tiempo de retencion obtenidos en un extracto
metandlico de individuos de P. flavicans de Nahuelbuta (en duplicado).
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5.7. Actividad antioxidante

Mediante los métodos de secuestramiento de radicales libres (DPPHy ABTS), se
determiné que no existen diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion
de los radicales libres de DPPH. Mientras, el secuestramiento de radicales libres
de ABTS, indico diferencias entre Contulmo con las otras poblaciones (Figuras
8 y 9, Tukey p<0.05). Ademas, los IC50 de las poblaciones no presentaron
diferencias significativas en DPPH, solo en el caso de ABTS, entre la poblacion
de Contulmo que presento un IC50 menor que en poblacion de Ralco y cerca
de la mitad del IC50 del extracto liquénico obtenido de las muestras de
Nahuelbuta (Tablas 6 y 7, Tukey p <0.05). Los resultados se expresan como

equivalente de pg de acido galico /mg de extracto.

100 7 PN
I /I = Nahuelbuta
80 - Contulmo

— Ralco

o
o
1

en ABTS (%)
N
o
L

201

Porcentaje de inhibicion

0 500 1000 1500 2000

Conc. extractos (ug/ml)

Figura 8. Curvas del porcentaje de inhibicion en ABTS de cada poblacion.
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Figura 9. Curvas del porcentaje de inhibicion en DPPH de cada poblacion.

Tabla 6. IC50 de cada poblaciéon en DPPH.

IC50 DPPH | Curva: Ecuacion de curva R?
(ng/ml).
Nahuelbuta 575.782 Polinémica y =-3E-05x? + 0.0884x + 9.0465 0.9765
Contulmo 483.82° Polinémica y = -3E-05%2 + 0.1033x + 7.0441 0.9829
Ralco 419.202 Polindbmica y = -4E-05x2 + 0.1202x + 6.6417 0.9946
Acido géalico | 3,82° Lineal y =12.685x + 1.5374 0.9108

Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas. (Tukey

p<0.05).
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Tabla 7. IC50 de cada poblacién en ABTS

IC50 ABTS | Curva: Ecuacién de la curva R?
(Hg/ml)
Nahuelbuta 832.352 Polinébmica y = -1E-05x2 + 0.0678x + 0.4945 0.9939
Contulmo 400.52° Polindbmica y = -4E-05x? + 0.1348x + 2.427 0.9981
Ralco 644.202 Polinémica y = -2E-05x? + 0.0847x + 3.736 0.9974
Acido ascorbico | 14,72¢ Lineal y =2.7672x + 9.3358 0.9708

Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas. Test de
Tukey p <0.05.

5.7.1 Cinéticas del porcentaje de inhibicién de los radicales libres ABTS
Y DPPH

Se observd una mayor actividad antioxidante en base al porcentaje de
disminucién del ABTS durante los primeros 40 minutos, alcanzando el 50%
pasando los 50 minutos y tiende a mantenerse estable a lo largo del tiempo, se
determind diferencias significativas en las cinéticas de las poblaciones de
Contulmo y Nahuelbuta (Figura 10, Tukey p< 0.05). Mientras, que el ensayo
ealizado con el radical libre DPPH, el porcentaje de inhibicion aumento durante
los primeros 100 minutos y luego se comporto relativamente constante. Ademas,
se determind que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los

individuos de Ralco y Contulmo (Figura 11, Tukey p< 0.05).
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Figura 11. Curvas promedios de cinética del % de inhibicion de DPPH.
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5.8. Actividad antimicrobiana

Los resultados del ensayo de difusién en disco, indicé que las concentraciones
iguales o mayores a 10 mg/ml del extracto metandlico de P. flavicans de
Contulmo, presenta actividad inhibitoria de crecimiento en S. aureus (Figura 13,
test de Tukey p< 0.05). Obteniendo una mejor inhibicién el antibiético comercial.
Mientras que en la Figura 12 se indica que en E. coli el halo de inhibicién fue
notoriamente menores a los halos de inhibicion del antibidtico sintético
estreptomicina. Se determin6 que no existen diferencias significativas entre las
poblaciones al momento de evaluar la capacidad antimicrobiana utilizando
concentraciones menores a 1 mg/ml (Anexo 9.5, Tabla 9). Por lo tanto, los
extractos liquénicos presentan una actividad inhibitoria en la bacteria S. aureus y

E. coli, pero por debajo de la actividad de los inhibidores sintéticos probados en

esta tesis.
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Figura 12. Grafico de dispersion del halo de inhibicion de E. coli en diferentes
concentraciones (Tukey p<0.05)
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Figura 13. Gréfico de dispersion del halo de inhibicion de S. aureus en diferentes
concentraciones (Tukey p<0.05).

6. DISCUSION

Los resultados de la marcha fitoquimica en los individuos de P. flavicans, revelo
la presencia de taninos, flavonoides y de otros compuestos fendlicos, tales como
cumarinas, antraquinonas y alcaloides presentando uno o mas anillos
aromaticos y grupos hidroxilos (Xiao et al, 2000). La presencia de pigmentos
flavonoides, quienes entregan un color caracteristico al liguen, se ha
documentado que poseen caracteristicas antimicrobianas (Lock, 1994). Las
cumarinas poseen un amplio rango de actividades biologicas; antibacteriana,
antibidtica, anticoagulante, entre otras. El uso de tintes de P. flavicans se puede
explicar a la presencia de antraguinonas, debido a que se ha reportado sus
propiedades tintéreas. Los alcaloides son ampliamente conocidos por sus
multiples actividades biologicas (Lock, 1994). Es bien conocido que los

compuestos fendlicos poseen altos niveles antioxidantes, debido a su alta
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capacidad de secuestrar radicales libres toxicos y especies reactivas de oxigeno
(Bhattarai et al, 2008). Ademas Rankovi¢ et al (2010), determinaron que existe
una correlacion lineal entre el contenido de fenoles totales y actividad

antioxidante.

De acuerdo a nuestros resultados obtenidos el contenido total de fenoles es
similar en algunas plantas superiores, en el trabajo de Eldeen et al (2011), se
analizaron 7 especies del genero Phyllanthus, en los cuales el extracto
metandlico y acetonico de P. flavicans fue mayor en 3 de las 7 especies de
Phyllanthus. El contenido de fenoles totales en liquenes determinados por
Mitrovic€ et al (2011) y Rankovic et al (2010), utilizando metanol como solvente

de extraccion, son similares a los resultados obtenidos en este estudio.

Los fenoles totales determinados.por la técnica FC sufren de varios efectos que
interfieren en las sustancias presentes, ya que no solamente oxida a los
compuestos fendlicos, sino que también otras sustancias. A pesar de lo anterior,
el método aun es recomendado para medir el contenido total de fenoles. Ademas,
los fenoles durante el proceso de extraccion pueden producir modificaciones, o
alteraciones cuantitativas dadas principalmente por el solvente empleado
(Pereira et al 1999b). Dias y Urban (2009), demostraron que una extraccion de
dilactona y acido pulvinico de Candelaria concolor, utilizando metanol, resulté en
una mezcla de acido vulpinico y calicina. Por lo tanto, el uso de solvente puede
sobreestimar o reducir las reales caracteristicas biologicas de un extracto. En
este trabajo se realizo el calculo de fenoles totales con distintos solventes para
determinar que solvente utilizar para los ensayos biologicos (antioxidantes vy
antimicrobianos), bajo esa consideracion la comparacion realizada entre acetona
y metanol no arrojo diferencias significativas en el contenido total de fenoles, por
lo tanto, se selecciono metanol. Ademas, de acuerdo al trabajo realizado por

Behera et al (2005), en el cual se compara el uso de solventes, indicaron que el
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uso de metanol como solvente presenta mejor arrastre y mayor extraccion de

fenoles que el uso de acetona.

Por otro lado, el efecto de la temperatura, provoca modificaciones en las
estructuras de las sustancias liquénicas. Algunos compuestos son muy sensibles
en el proceso de extraccion, el uso de altas temperaturas al momento de extraer
los compuestos, pueden provocar hidrolisis y descarboxilacion de depsidos. En
algunos casos se producen metilaciones, provocando una disminucién en su

actividad bioldgica (Culberson et al 1977).

En tanto, el analisis en cromatografia en capa fina, indico diferencias en las tres
poblaciones, tanto en presencia de compuestos como en sus indices de
referencia, nuestras observaciones se basan principalmente en gque existan
diferencias de compuestos liquénicos entre poblaciones y no en la identificacion
de cada uno de los compuestos revelados, esto dado a que no se contd con la

informacion necesaria para este analisis.

De acuerdo a lo anterior, se determind que existen diferencias en la quimica de
cada poblacion, ademas, se encontraron diferencias morfolégicas entre las
poblaciones, tanto en el grosor de las capas de la estructura del liquen, como en

las estructuras reproductivas presentes.

Se ha documentado que el grosor de los talos liquénicos varia de acuerdo a
condiciones en el ambiente, como la cantidad de luz incidente, la disponibilidad
de agua y CO2 de acuerdo a lo realizado por Green y Lange, 1991. Estas
diferencias se correlacionan con los resultados obtenidos en esta investigacion,
donde los individuos de Ralco presentan un menor grosor de la capa gonidial y
medular, provocando una menor capacidad de retener agua y almacenar CO2
(Colesie et al, 2012). Ademas, de una baja apertura de dosel, por lo tanto, los
talos de Ralco requieren de una mayor eficiencia fotosintética cuantica maxima

del fotosistema Il, para su desarrollo. Concordando con los resultados de Fv/Fm
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in situ, que muestran que los talos de Ralco, presentan un Fv/Fm in situ muy
superior a los determinados en Contulmo y Nahuelbuta. Este resultado concuerda
con el obtenido por Green y Lange (1991), el cual indica que entre mas luz solar
incide al talo, mayor grosor presenta la capa gonidial (Anexo 9.3). Al respecto
Solhaug et al, 2003; Toledo et al, 2004; Hidalgo et al, 2005, indican que entre
mayor es la intensidad luminica que soporta el talo, mayor serd su sintesis de
compuestos aromaticos que actian como fotoprotectores. Por consiguiente, un
mayor grosor de la zona gonidial (poblaciones de la costa), presentarian una
mayor produccidn de compuestos fotoprotectores. Todos estos factores
posibilitan que los talos produzcan ciertos metabolitos secundarios y en distintas
cantidades (Silva et al, 2010)

Otro punto importante, es la presencia de apotecios en los talos de Contulmo y
Nahuelbuta, lo cual presumiblemente produzca compuestos liquénicos ya que se
ha reportado que la mayor concentracion de metabolitos secundarios se
encuentran principalmente en las estructuras reproductivas en comparacion con
las partes vegetativas de los talos (Molnar & Farkas, 2010). Culberson et al
(1977), observaron que la quimica de los liguenes que presentan reproduccion
asexuada (isidios), es mas estable y no varia cuantitativamente. Ademas
Manrique (1989), indica que algunas especies del género Parmelia que
presentaban mayoritariamente apotecios cambian las concentraciones relativas
de acido divaricatico y estenospoérico. Por lo tanto, la reproduccion sexual
implicaria variaciones cuantitativas en compuestos liquénicos (Manrique, 1989).
Lo anterior, respalda nuestros resultados, que muestran variaciones en la
guimica de los talos, que contienen principalmente reproduccion sexual

(Contulmo y Nahuelbuta) versus reproduccion asexual (Ralco).

A pesar de demostrar que existen diferencias en la quimica y en la morfologia
de cada poblacion, la actividad antioxidante y antimicrobiana, no presento

diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones, esto se debe a
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que los compuestos que generan estas caracteristicas son compuestos
principales de P. flavicans, y por lo tanto, se encuentran presentes en cantidades
similares en las tres poblacion. Las diferencias radicarian en la produccion de
sustancias fotoprotectores, debido a las variaciones que presentan en las
condiciones luminicas de cada sitio, ademas en factores como la humedad, y la
altitud. Sin embargo, Bidussi et al (2013), indicaron que las diferencias
altitudinales en los liquen Lobaria pulmonaria y Hypogymnia occidentalis, no

produciria variaciones en la composicion quimicas entre los individuos.

Los resultados de la actividad antioxidante, fueron bastante satisfactorios,
presentando una mejor secuestramiento de radicales libres que algunas especies
de liquenes analizadas por Mitrovi¢ et al (2011) y Stojanovic et al (2010), siendo
solamente menor en comparacion con el liquen folioso Hypogymnia physodes,

gue ademas, presenta un mayor contenido de fenoles totales.

Los resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos de los
individuos de Contulmo, mostraron una alta inhibicién en la bacteria S. aureus.
Muchos otros autores han obtenido resultados similares en otras especies de
liguenes utilizando metanol como solvente, sin embargo, la actividad depende de
factores tales como el solvente utilizado y las concentraciones del extracto
liquénico (Rankovi€ et al, 2010). Al respecto, Rankovic et al (2007) demostré que
los extractos metanodlicos de liguenes, tienden a tener una mayor actividad
antimicrobiana en bacterias Gram- positiva (S. aureus) que las Gram- negativa
(E. coli), concordando con nuestros resultados. La razon de esto se debe a la
sensibilidad de las bacterias, dada por sus caracteristicas morfologicas, entre
ellas la pared celular (Anexo 9.8). Mientras que Cobanoglu et al (2010), indican
gue el uso de diferentes solventes permitirian arrastrar compuestos para inhibir

el crecimiento de bacterias Gram— negativas como E. coli.

De acuerdo a la identificacion de compuestos liquénicos han tenido un alto auge,

para una futura sintesis a nivel industrial. Falcao et al (2002), mediante el uso de
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un conjunto de cromatografias, determinaron la presencia de atranorina y zeorina
en un extracto organico de Heterodermia leucomela, indicando que la actividad
antimicrobiana, se produce por un asociacion sinérgica entre los metabolitos. En
este estudio, la presencia de MBO en el extracto liquenico seria uno de los
compuestos que generan un alto nivel de inhibicion de crecimiento en S. aureus.
El compuesto MBO, es reconocido por tener una alta capacidad inhibitoria de
bacterias principalmente Gram positivas (Gupta et al, 2007). En este trabajo se
presume la existencia de este compuestos, debido a que no contamos con el
estandar y se debi6 trabajar en las condiciones similares a las realizadas por
Gupta et al (2007). Sin embargo, los cromatogramas mostraron una gran variedad
de compuestos, los cuales podrian ser aislados, identificados, para
posteriormente analizar y determinar si presentan caracteristicas biologicas, tales
como; antioxidante, antimicrobianas, aleloguimicas, citotoxicas, anticonceptivas,

etc.

Se recomienda, un estudio de ecologia funcional en cada poblacién, para
determinar cuéles son los factores-que inciden en las diferencias morfoldgicas y
fisioldgicas, que permiten que existan diferencias quimicas entre los individuos

gue podrian formar quimiotipos.

Ademas, recomendamos un estudio de uso de distintos solventes de extraccion

para poder eliminar el factor del solvente en cada ensayo.

Utilizar estandares de compuestos liquénicos, para determinar si realmente estan
presentes en el liguen. Asi poder identificarlos, aislarlos y determinar la actividad

biologica del compuesto puro.
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7. CONCLUSIONES.
P. flavicans posee compuestos metabdlicos, con variadas funciones bioldgicas,
tales como alcaloides, taninos, flavonoides. Ademas de presentar un alto

contenido fendlico.

Los talos de las poblaciones de Ralco, Contulmo y Nahuelbuta presentan
diferencias en la composicién quimica y esta se relaciona con variaciones
morfolégicas, tales como, el grosor de las capas y estructuras reproductivas,
ademas, presentan diferencias en la eficiencia cuantica maxima del fotosistema
Il. Sin embargo, estas variaciones no se evidencian en diferencias en la actividad

antioxidante y antimicrobiana.

El extracto metandlico de los individuos estudiados de Pseudocyphellaria
flavicans presenta una alta actividad antioxidante (Secuestramiento de radicales
libres) y antimicrobiana (inhibicion de crecimiento en la bacteria Gram- positiva S.

aeurus).

Se presume la presencia del compuesto Metil-B-orcinolcarboxilato, el cual le
otorgaria la actividad antimicrobiana del extracto liquenico, de acuerdo a la

literatura revisada anteriormente.
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9. ANEXO

9.1 Fotografias microscopicas de talos de P. flavicans.

Fotografia 4. Talos de A. Nahuelbuta, B. Contulmo y C. Ralco
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9.2 Fotografias apertura de dosel.

Fotografia 5. Imagenes hemisféricas de cada poblacion. A: Nahuelbuta, B: Contulmo,
C:Ralen
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9.3 Diferencias en el grosor de las capas, en distintas condiciones luminicas.

Thallys cross section
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Figura 14. Esquema del grosor aproximado de las capas, en diferentes
condiciones luminicas.

Almacenamiento de agua en cada capa al encontrarse en distintas condiciones luminicas
en Pseudocyphellaria dissimilis. Las mediciones en detalle de luz y sombra, fueron
obtenidas del trabajo de Snelgar y Green (1981). Figura obtenida del trabajo realizado

por Greeny Lange (1991).
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9.4 Disefio experimental para el ensayo antimicrobiano.

Cada placa, consta de 4 discos de 5 mm de diametro; 1 disco impregnado con
10 pL de metanol (control negativo) y 3 discos con una concentracién de extracto
(10 pL). Se realizaron 3 réplicas y 3 sub replicas (discos). Ademas se realizo

mediciones de antibidticos sintéticos (control positivo) en triplicado.

Figura 15. Esquema del disefio experimental para el ensayo microbiano
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Raya (-) indica ubicacion del control negativa y signo mas (+), el control positivo.



9.5 Comparacion de los halos de inhibicion de cada poblacién.

Tabla 8. Halos de inhibicion al utilizar concentraciones bajas de cada extracto

Concentraciones (mg/ml) NAHUELBUTA Control (-)
0,8 7,5 7 7,7 7,5

0,8 8,5 7 7,5 7

0,8 8 9 9 7,75

1 7,75 75 8 6

1 6 6 7,7 6

1 8 8,25 7,5 8,5
Concentraciones (mg/ml) RALCO Control (-)
0,8 9 8,25 8,5 8

0,8 8 b7 7,5 7,5

0,8 6 6,5 6 8

1 9 8 8,5 8

1 8 Uall 85 7

1 8 9 8 7,5
Concentracion (mg/ml) CONTULMO Control (-)
0,8 7,25 8 6 7,25

0,8 6,5 7 8,25 7

0,8 7,5 8 7 7

1 7 6,5 6,5 6,25

1 7,5 8 7 6

1 7,25 7,75 8 6
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9.6 Fotografias de halos de inhibicién de los extractos liquenicos

Fotografia 6. Halos de inhibicion producidos por el extracto liquénico, y halo de inhibicion
del antibidtico sintético ampicilina en un medio con S. aureus.
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9.7 Peaks y tiempo de retencion de compuestos metabdlicos detectados por
CLAR

Data File C:\CHEM32\1\DATA\PRUEBA LIQUEN GB\SIG10147.D
Sample Name: LIQUEN PF

Signal 1: DAD1 A, Sig=265,20 Ref=off

Peak RetTime Type Width Area Height Area
¥ (min) (min]  [mAU*s] [mAU] %
e e (reans o —— |esmmon 1
; 8 14,6941
2 1. 5.3841
3 1 2.5052
4 2 0891 4 473. 0.8281
5 2. 1624° 431, 2.0571
5 2 1862-1400. 6.6751
7 9 2433979, 1.3312
g 3. 57. 3.6099
9 4. 2.3284
10 5. 4.8382
11 5. 5.1891
12 9 3.4359
13 10 0.1737
14 12.601 BB  0.2696 552.43359 32.29164 2.6323
15 14.077 BV  0.4012 183.74408 6.67330 0.8755
16 17.209 VB 0.6789 1.12160ed  226.02879 53.4422

Totals : 2.09871e4  841.25214

*** End of Report ***
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9.8. Morfologia de bacterias gram positivo y gram negativa
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Figura 16. Diagrama de la morfologia de la pared celular de bacterias Gram positiva
(Gm+) y Gram negativas (Gm-), obtenida de Microbiologia Zinsser, 17 Edicion

67



