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INTRODUCCION

Factores Exdgenos y Enddgenos determinantes
de la Acumulacion de Acido Usnico en Liquenes *

W. QUILHOT**, G. LEIGHTON*** E. FLORES** E. FERNANDEZ**,
W.PENA y G. GUZMAN****

RESUMEN. En poblaciones de Protousnea malacea (Stirt) Krog, liquen fruticuloso
que crece en diferentes habitats, se estudiaron los niveles de acumulaci6n de icido
tisnico —metabolito con propiedades antimicrobianas— en relacién a factores ambien-
tales y a la edad de los tejidos. El 4cido dsnico se cuantificé mediante HPTLC. Las
concentraciones variaron significativamente en individuos provenientes de distintos
sitios forestales; al interior de los talos se observé un gradiente de concentracién cre-
ciente desde los sectores de mayor edad a las ramificaciones mas j6venes.
SUMMARY. “Exogenous and endogenous conditions determining the accumulation
levels of usnic acid in lichens”. Using single populations of Protousnea malacea (Stirt)
Krog, a fruticose lichen growing in different habitats, the study of the accumulation
levels of usnic acid —a metabolite with antimicrobial properties— was undertaken.
Environmental conditions and tissues age were considered in this research. The quan-
titative determination of usnic acid was done by HPTLC. The concentration values
varied from different forestry sites; the content of usnic acid was much higher in
young branchlets than in the old parts of the thallus.

Dépsidos, depsidonas, dibenzofura-
nos, icidos Gsnicos y éteres diarilicos son
compuestos fendlicos considerados espe-
cificos de liquenes?. La estructura y
distribucién de estos productos natura-

les ha sido objeto de numerosos estu-
dios>*, pero son escasas las comunica-
ciones sobre las variaciones en los niveles
de acumulacién en poblaciones natura-
les. Se ha sugerido que factores del am-
biente®*~? y otros propios del liquen®~'°
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son los responsables de esta variabilidad.

El 4cido Gsnico (Fig. 1) es ¢l metabo-
lito méds conocido y mas frecuente en li-
quenes. Es un pigmento que se acumula
en la corteza supcrior del talo ejerciendo
la funcion de una pantalla que limita la
penetracion de las radiaciones luminosas
al estrato algal, absorbiéndolas o disper-
sindolas'' . Algunos autores postulan
que aumenta la permeabilidad de las cé-
lulas algales permitiendo, de este modo,
el paso de los fotosimilados hacia el com-
ponente fingico'? ; también se ha sciiala-
do su importancia como reserva lipidica
en periodos de déficit nutricional'? ., Por
sus propiedades antibacterianas y anti-
fingicas, cl dcido dsnico es utilizado en
formas farmacéuticas de uso topico!®.

Para establecer un sistema de manejo
frente a la explotacion de este recurso
natural es necesario realizar estudios so-
bre la variabilidad de las concentraciones
cn poblaciones naturales monoespecifi-
cas en relacién, por una parte, con los
factores del ambiente y, por otra, con
factores endégenos como es la edad del
talo.

Para estos fines se utilizaron pobla-
ciones de Protousnea malacea (Stirt)
Krog, liquen fruticuloso y dominante en
la precordillera andina de Chile central-
sur, en bosques de Nothofagus y Arauca-
ria'® ; en algunos sitios forestales consti-
tuye el 96% de la biomasa total de epifi-
tos en N. pumilio® . Por via de la macro-
extraccién se ha informado un rendi-
miento de 0,69% de acido Gsnico en
muestras provenientes de la zona de Chi-

CO-CH, 4n'7.
HO /0 = OH MATERIALES Y METODOS
En seis sitios forestales de la precor-
dillera andina (Tabla 1) se recolectaron
CH; CHj CO-CH; especimenes de P. malacea creciendo so-
OH 0 bre Nothofagus antarctica, N. glauca, N.
pumilio y Araucaria araucana. Los talos
Figura 1. Acido dsnico. se agruparon para establecer comparacio-
Nimero del sitio Localidad
1 Laguna Amarga (36° 26’ S), Parral; 850 m s.n.m. Terreno montuoso con Notho-
fagus glauca como foréfito dominante.
2 Cajén del Diguillin (36° 50’ S), Chillin; 1040 m s.n.m. Sitio abierto con N. an-
tarctica como foréfito dominante.
3 El Purgatorio (36° 26’ S), Chillin; 1500 m s.n.m. Colinas sombrias con N. pu-
milio como foréfito dominante.
4 Shangri-La (36° 50’ §), Chillin; 1500 m s.n.m. N. pumilio, creciendo en mesetas
asoleadas.
5 Las Trancas (36° 50’ S), Chillin; 1250 m s.n.m. Sitio abierto con N. antarctica
como fordfito dominante.
6 El Hoyon (38° 38’ S), Temuco; 1160 m s.n.m. Bosque mixto de N. antarctica

Yy A. araucana en una meseta abierta.

Tabla 1. Caracteristicas de los sitios forestales,
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nes entre las concentraciones de acido
Gisnico y factores del habitat, consideran-
do: a) el fordfito sobre ¢l cual crecian
los talos y el sitio forestal; b) la orienta-
ci6n norte-sur de los talos; ¢) la localiza-
cién de los talos al interior del foréfito,
relacionada con la distancia al suclo, tan-
to en troncos como en ramas; d) la alta
o baja cobertura liquénica.

Muestras alcatorias de cada talo, en-
tre 0,1 y 0,5 g (materia scca) se sometie-
ron a extraccién con acetona durante 48
horas a temperatura ambiente. Los ex-
tractos se evaporaron a sequedad, se re-
disolvieron en acetona y se sembraron en
placas de Silica Gel 60 F,54 mediante un
aplicador Linomat HI; las placas sc elu-
yeron con tolueno-dcido fébrmico-acctato
de etilo (35:0,5:5 v/v). La determinacién
cuantitativa del icido usnico se realizéd
en fotodensitbmetro HPTLC Camag UV
con lampara de Hg, (A = 313 nm) segin
espectro de absorciéon del 4cido Gsnico
en acetona, 326 nm.

Se analizaron un total de 132 mues-
tras de diferentes sitios forestales. La va-
riaciébn entre grupos se determind por
anilisis de la varianza (ANOVA)!%,

De poblaciones de P. malacea, reco-
lectadas en el sitio forestal El Hoyon,
creciendo sobre N. antarctica, se secto-
rizaron talos en tres categorfas de edad
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Figura 2. Categorfas de edad segiin didmetro de
las ramificaciones en P. malacea.

(Fig. 2), tomando cn consideracién que
el grosor de las ramificaciones ¢s un cri-
terio vilido para establecer categorfas de
edad en liquenes fruticulosos'® 20,

Las concentraciones de icido Gsnico,
en cada sector de edad, sc determinaron
por HPTLC en la forma ya descrita. Se
analizé un total de 21 muestras.

Muestras Coucentracidn acido usnico (%)
analizadas

Sitio Foréfito (n) Rango " Media cv
Laguna Amarga N. glauca 7 . 0,74 - 2,84 1,46 £ 0,66 0,45
Cajén del Diguillin N. antarctica 7 0,96 -1,49 1,11+ 0,17 0,15
El Purgatorio N. pumilio 21 0,14 -2,18 0,79 £ 0,46 0,59
Shangri—La N. pumilio 27 0,24 -2,09 0,76 £ 0,49 0,64
Las Trancas N. antarctica 39 0,38 - 2,44 1,38 £ 0,61 0.44
El Hoyén N. antarctica 15 1,92-471 3,08 £ 0,85 0,27

A. araucana 16 0,47 - 4,09 1,46 £ 1,08 0.73

Tabla 2. Concentraciones de iacido Gsnico
tudiados.

en poblaciones de P. malacea en los fordfitos y sitios es-
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RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 seiiala los rangos de las
concentraciones de 4cido dsnico para el
total de muestras analizadas. Se observa
que los valores son variables para mues-
tras provenientes de un mismo fordfito
y sitio forestal: en A. araucana, por ejem-
plo, los valores fluctuaron entre 0,47 y
4,09%. La variabilidad también se mani-
fiesta en el caso de muestras provenien-
tes del mismo foréfito pero de sitios fo-
restales diferentes: los coeficientes de va-
riacion (c.v.) para muestras provenientes
de N. antarctica, de las localidades Cajén
del Diguillin y Las Trancas fueron de
0,15y 0,44 respectivamente.

Los resultados de los diferentes A-
NOVA estan contenidos en la Tabla 3.
Las comparaciones entre foréfitos no
muestran diferencias significativas entre
las medias de las concentraciones de 4ci-

do dsnico determinadas en especimenes
de P. malacea que crecen sobre N. an-
tarctica, N. glauca, N. pumilio y A. arau-
cana (Comparacién 1). La misma situa-
cibn se observa al comparar las muestras
provenientes de sustratos expuestos al
norte, donde la radiacién es mayor en el
hemisferio sur, con muestras expuestas al
sur donde la radiacién es menos intensa
y mayor la humedad (Comparacién 2).
Estos resultados indican que la relacién
foréfito-liquen no es una determinante
en el proceso de acumulacién del meta-
bolito en P. malacea. La zona altimétrica
del 4rbol, o altura sobre el suelo, tampo-
co seria un factor preponderante en la a-
cumulacién (Comparacién 3). El gradien-
te altitudinal dentro de un é4rbol implica
variaciones microclimdaticas conjuntas ta-
les como insolacién, vientos, temperatu-
ra y humedad; Rundel® encontré en Cla-

Grado de libertad
Comparaciones Fobserv.,
Tratamiento grupos
1. Foréfitos
N. glauca, N. pumilio, N. antarctica y A. araucana 3 125 1,51
2. Exposiciones norte y sur
N. pumilio (Sitios 3 y 4) y A. araucana (Sitio 6) 1 32 1,72
3. Alturas sobre el suelo
a) Sobre tronco
N. antarctica, Sitio 5 3 6 2,66
N. pumilio, Sitio 3 3 14 0,61
N. pumilio, Sitio 4 3 11 1,16
A. araucana, Sitio 6 2 5 0,35
b) Sobre ramas
N. antarctica, Sitio 5 2 22 1,37
N. antarctica, Sitio 5 2 10 0,65
N. antarctica, Sitio 6 2 12 2,06
4, Cobertura liquénica
N. pumilio; alta cobertura vs. baja cobertura liquénica (Sitio 4) 1 13 8,29
5. N. antarctica de diferentes sitios forestales (Sitios 2, 5, 6) 2 58 25,63*
*  Significativo a un nivel de probabilidad de 0,1

Tabla 3. ANOVA de los resultados de la concentracién de icido (snico en poblaciones de P. malacea
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donia subtenuis valores de 0,13% de aci-
do tisnico en un microhabitat con baja
intensidad luminosa y de 2,8% en un si-
tio abierto. Pero, de acuerdo a nuestros
resultados, en un gradiente ambiental
dentro de un foréfito, este efecto se de-
bilitarfa por la influencia de otros facto-
res del ambiente. No estd claro que a ma-
yor altura del drbol exista, también una
mayor iluminacién ya que en los sitios
forestales estudiados hay nieve sobre el
suelo durante varios meses del afio. La
nieve refleja energia solar; por lo tanto,
la radiacién aumentaria en las ireas mis
cercanas al suelo durante el otofio y
el invierno. Sin embargo esta hipbtesis
se contrapone con lo informado por
Fahselt?!, quien no observé variaciones en
el contenido en 4cido Gsnico ni en la atra-
norina en poblaciones de Cladonia man-
tenidas en condiciones naturales y con-
troladas, sugiriendo que la concentracion
de los metabolitos es independiente del
ambiente. La alta o baja cobertura liqué-
nica (Comparacién 4) no afectarfa los ni-
veles de acumulacién del metabolito,

Sin embargo cuando se compara la
produccion de dcido Gsnico en especime-
nes de P. malacea que crecen sobre un
mismo foréfito, N. antarctica, pero en
diferentes sitios forestales (Comparacién
5), existen diferencias significativas en la
acumulacién. El sitio 6, El Hoyon, pre-
senta un ambiente muy diferente, el pe-
riodo nival tiene una duracién aproxima-
da de siete meses, mientras que en los
restantes sitios forestales alcanza a cinco
meses; la temperatura y la humedad tam-
bién varfan, por lo que, en esta situacion,
seria un factor relacionado a la ubicacién
geogrifica el que determinarfa los dife-
rentes grados de acumulacion del meta-
bolito.

Se han observado diferencias cuanti-
tativas en los productos secundarios con
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el avance en edad o envejecimiento del

talo. Huneck et al.'® comunicaron que

en tres especies de Usnea se observa un

gradiente de distribucién creciente de

4cido Gsnico desde la base al dpice de los
talos, que corresponden a las zonas mas
jovenes o de crecimiento activo. Fahselt®

obtuvo similares resultados en poblacio-
nes de Cladina stellaris recogidas de dis-
tintos sitios de muestreo; atribuye las
variaciones en la concentracién de acido
isnico més a factores genéticos que a
factores ambientales. En una poblacion
de Usnea pusilla, ordenada segin peso y-
longitud total de los individuos, Quil-
hot et al.??> comunicaron que la concen-
tracion de acido Gsnico es significativa-
mente mayor en los especimenes de me-
nor peso o de menor edad; al interior de
los talos, es mas elevada en las ramifica-
ciones de menor grosor.

La acumulaciéon de icido Gsnico va-.
ria notablemente en las categorfas de
edad en P. malacea (Fig. 3), observando-
se una mayor concentracién en las rami-
ficaciones de didmetro menor y un gra-
diente de concentracién decreciente des-
de las categorias de menor edad a las mas
-antiguas en el total de individuos analiza-
dos; los valores son significativamente di-
ferentes en los distintos sectores de edad
(Tabla 4).

Estudios sobre biomasa y contenido
en 4cido Gsnico de poblaciones de P. ma-
lacea, en éstos y otros sitios forestales
(resultados no publicados)??, han permi-
tido calcular el rendimiento en acido {s-
nicd por hectirea (Tabla 5). Reciente-
mente, en nuestro pais se ha elaborado
una forma farmacéutica que tiene como
base este metabolito liquénico?*. Estos
antecedentes son importantes para ingre-
sar el 4cido Gsnico al arsenal terapéutico
pero, para decidir su explotacion futura,
se precisa conocer la velocidad de creci-
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micnto de P. malacea Yy de otras especies AGRADECIMIENTOS. Los autores agradecen a la
productoras a fin de no alterar las comu- Corporacién Nacional Forestal (CONAF) IX Region

idades nat ] r la extincién por la ayuda prestada en el trabajo de terreno.
nidades naturales y provocar la extincio Proyecto UV 22/83, Direccién de Investigacién Cienti-

del recurso natural. fica y Tecnolégica, Universidad de Valparaiso.
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Figura 3. Niveles de dcido Gsnico en diferentes categorfas de edad en talos de P. malacea.

Acid
o Categorias de Edad
{isnico
C, N C, Cs
(mg/100 mg
de talo) 7,68 4,76 2,30

Nota: Todos los valores consignados son significativamente diferentes.

Tabla 4. Test de Duncan® (p = 0,05) para las concentraciones de icido
Gsnico, valores promedio, de cada categoria de edad en talos de P. ma-
lacea.
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Sitio Biomasa liquenes Biomasa P. malacea Acido dsnico
(kg/ha) (kg/ha) (kg/ha)
Laguna Amarga 605,0 43,84 0,04
El Purgatorio 601,1 582,73 4,60
Las Trancas 114,1 101,64 1,40
Shangri-La 95,9 92,02 0,70
Cajon Diguillin 2,8 0,74 0,01
ElHoyén 541,3 326,74 8,70
Camino Interpretacién 3316,0 3155,81 80,15
Captren 971,1 239,17 7,18

Tabla 5. Rendimiento en 4cido Gsnico en ocho sitios forestales de la precordillera andina de Chile
central-sur,
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