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RESUMEN

Los liquenes son producto de una asocia-
cion simbidtica entre un hongo y alga y/o ciano-
bacteria; esta simbiosis produce una serie de meta-
bolitos secundarios o sustancias liquénicas Unicas,
las mismas que son aisladas a partir de sus extrac-
tos y que han presentado una marcada actividad
antibiotica y antifungica. Considerando que en el
Ecuador no se tienen antecedentes acerca de este
tipo de estudios, el objetivo planteado fue el eva-
luar la actividad antifingica del extracto liquénico
de Usnea laevis frente a hongos fitopatogenos.

En el presente estudio las sustancias liqué-
nicas almacenadas en el talo de Usnea laevis fue-
ron extraidas con metanol y etanol. La actividad
antifingica in vitro de estos extractos fue probado
frente a géneros de hongos fitopatogenos previa-
mente aislados (Aspergillus, Penicillium y Rhizo-
pus stolonifer); afiadiéndolo al medio de cultivo

Agar Papa Dextrosa (PDA) a una concentracion de
0,5%; determinandose el porcentaje de inhibicion.
Los datos fueron analizados estadisticamente y se
realiz6 la clasificacion del extracto en base a su
porcentaje de inhibicidon segtin la OILB.

El extracto metanolico y etanolico de Us-
nea laevis mostrd una mayor efectividad frente a
Rhizopus stolonifer, inhibiendo mas del 50% de
su crecimiento, a diferencia de Penicillium y As-
pergillus cuyo porcentaje de inhibicion fue mucho
menor y mostraron diferencias estadisticamente
significativas. El extracto liquénico fue moderada-
mente toxico para Rhizopus stolonifer, ligeramente
toxico para Aspergillus sp 1 'y Penicillium sp e ino-
cuo para Aspergillus sp 2.

ABSTRACT

A lichen is an organism product of a sym-
biotic association between a fungus and algae and
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/ or cyanobacteria; this symbiosis produces many
secondary metabolites or unique lichen substances,
which are isolated from their extracts and show a
marked antibiotic and antifungal activity. Conside-
ring there is no background on this type of studies
in Ecuador, the aim of this study was to evaluate
the antifungal in vitro activity of Usnea laevis ex-
tract on phytopathogenic fungi.

The lichenic substances stored in the tha-
llus of Usnea laevis were extracted with metha-
nol and ethanol. The in vitro antifungal activity of
these extracts was tested against phytopathogenic
fungal genera previously isolated (Aspergillus,
Penicillium and Rhizopus stolonifer) . They were
adding to Potato Dextrose Agar (PDA) culture me-
dium at a concentration of 0.5%, and the inhibition
percentage was determined. Data were statistically
analyzed and the extract was classified based on its
inhibition percentage according to the OILB.

Methanolic and ethanolic extracts of Usnea
laevis showed greater effectiveness against Rhi-
zopus stolonifer, inhibiting more than 50% of its
growth, unlike Penicillium and Aspergillus, whose
inhibition percentage was lower and showed sig-
nificant differences. The liquid extract was also
moderately toxic to Rhizopus stolonifer, slightly
toxic to Aspergillus sp 1 and Penicillium sp and
harmless to Aspergillus sp 2.

INTRODUCCION

Los liquenes, también llamados hongos li-
quenizados, son organismos que resultan de la aso-
ciacion simbidtica entre un hongo y uno o mas or-
ganismos autotrofos fotosintéticos, que pueden ser
o un alga verde y/o una cianobacteria'. Estos orga-
nismos presentan una alta concentracion de meta-
bolitos secundarios, que son almacenados en el talo
liquénico, por lo que pueden ser conservados por
largos periodos de tiempo, sin sufrir invasiones de
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bacterias y hongos, manifestdndose asi la actividad
antagonista de estas sustancias’. Desde la década
de los 40 diversos investigadores realizaron prue-
bas de la actividad antibacteriana del 4cido tsnico
a través de la obtencidn de extractos, esta sustancia
es producida fundamentalmente por especies del
género Usnea®. Estos compuestos han demostra-
do actividad frente a neumococos, estreptococos y
estafilococos; ademas, presentan actividad antibio-
tica frente a diferentes tipos de Mycobacterium?.
Otros estudios indican que muchas de estas sus-
tancias o extractos liquénicos de diversas especies
tienen un efecto inhibitorio en el crecimiento de
bacterias Gram positivas y negativas de interés
clinico humano’. Estas sustancias tienen disimiles
propiedades; entre las que se destacan la inhibicion
del crecimiento de hongos tales como Rhizoctonia
solani y Phytophthora nicotianae®. Por esta razon
representa una alternativa mas para el control de
hongos fitopatégenos que afectan cultivos de gran
importancia econémica’. En Ecuador sin embargo,
no se tienen reportes de estudios sobre la actividad
antifingica in vitro de sustancias liquénicas. To-
mando en cuenta este criterio, se propone evaluar
la actividad antifiingica del extracto liquénico de
Usnea laevis frente a hongos fitopatogenos.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue realizado en el Laboratorio
de Micologia Aplicada de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Central del Ecuador.
El material liquénico se obtuvo en el Mercado
Santa Clara, ubicado en la Avenida Antonio de
Ulloa - Quito 170129, Provincia de Pichincha.

Aislamiento de hongos fitopatégenos:

Los hongos fitopatdgenos pertenecientes al género
Rhizopus, Penicillium y Aspergillus fueron obteni-
dos de frutillas, mandarinas, tomates y pan. Fueron
sembradas una cepa de Rhizopus stolonifer'y Peni-
cilliumy dos cepas de Aspergillus en Agar Extracto
de Malta (AEM)*® y posteriormente se aislaron y
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purificaron. Los géneros fueron identificados me-
diante técnicas de taxonomia clésica que incluyen
observacion microscopica y el uso de claves taxo-
ndmicas establecidas por: Beltmont (1992), Zapata
2005 y Arias y Jerez (2008).

Obtencion del extracto liquénico:

La extraccion de las sustancias liquénicas se reali-
z6 mediante la metodologia descrita por Sanchez'.
Se pesd y lavo 50 gr de la muestra de Usnea laevis
con abundante agua y se la dejo reposar a tempe-
ratura ambiente hasta que se encontrara comple-
tamente seca. Posterior a ello se moli6 el material
liquénico y se macerd en 300 ml de metanol al
99% por cinco dias, para que el solvente pudiera
extraer la mayor cantidad de sustancia posible. Se
concentro el extracto total en un plato calefactor
con agitacion magnética y se dejo en reposo a 0°C
por 24 horas. El sobrenadante fue separado del pre-
cipitado por filtracion y el solido filtrado fue lava-
do con cloroformo frio; a ésto, se le agrego 15 ml
de metanol y se calent6 hasta llegar su punto de
ebullicion para luego filtrar en caliente. Una vez
mas se concentrd el sdlido en 5 ml de extracto me-
tanolico el cual se dejo reposar a 0°C por 24 horas.
Finalmente se separaron los cristales por filtracion
en frio y se lavo con metanol helado.

Prueba de la actividad antifingica in vitro del
extracto liquénico:

Para la realizacion de los ensayos antifiingicos se
basé en la metodologia descrita por Vaillant et al¢
con modificaciones estandarizadas por parte del
Laboratorio de Micologia Aplicada-UCE, se pre-
paré una concentracion de 0,5% del extracto, que
fue afiadido al medio PDA fundido (Tabla 1).

Se realizd6 medios de cultivo PDA suple-
mentado con la concentracion de los extractos li-
quénicos en cajas Petri de 9 cm de didmetro, en
el centro de la placa se colocd los ponchetes de
hongos fitopatogenos (Aspergillus spl, Aspergi-
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llus sp2, Penicullium sp y Rhizopus stolonifer),
los cuales fueron sembrados directamente de la
colonia previamente aislada con tres replicas por
cada extracto (etandlico y metandlico); cada cepa
fue sembrada en cajas Petri diferentes. Se us6 un
testigo con los hongos fitopatdgenos creciendo en
PDA con fluconazol.

Los medios con Aspergillus spl, Asper-
gillus sp2 y Penicullium sp se incubaron a 24°C
durante siete dias y Rhizopus stolonifer al ser un
hongo mucoral se lo incubo por cinco dias, segun
lo indicado en la literatura'', a la misma temperatu-
ra y pasado este tiempo se midieron los didmetros
de las colonias tratadas y testigo para calcular el
porcentaje de inhibicion empleando la siguiente
formula:

% inhibicion= (DCC — DCT)/ DCC x 100

Donde:
DCC: didmetro de la colonia control.
DCT: diametro de la colonia tratada.

Tabla 1. Preparacion de la concentracion del ex-
tracto de Usnea laevis al 0,5%.

Concentracion | Cantidad | Cantidad de
de PDA fundido
extracto | para 25ml
0,5% 0.5 ml 24,5 ml

Los extractos liquénicos se catalogaron
segun los resultados de los porcentajes de inhibi-
cion obtenidos, siguiendo la escala establecida por
la Organizacion Internacional de Lucha Biologica
(OILB) tomado de Vifiuela y Jaca'? (Tabla 2).

Los datos obtenidos se procesaron mediante anali-
sis de varianza (ANOVA).
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Tabla 2. Clasificacion del extracto liquénico se-
gun su porcentaje de inhibicion segun la OILB.

Porcentajes de

inhibicion del

mfubicton de Clasificacion

crecimiento micelial

<30% de mortalidad | Inocuo

30-79% de mortalidad | Ligeramente
toxico

80-99% de mortalidad | Moderadamente
toxico

=09% Toxico

RESULTADOS

Se tabularon los datos para cada uno de
los hongos tratados con los distintos extractos, de
manera tal que, para Aspergillus spl se obtuvo lo
siguiente (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentajes de inhibicion del extracto eta-
noélico y metandlico de Usnea laevis frente a As-
pergillus spl.

Extracto liquénico | % de inhibicion

al 0,5%
Extracto etandlicode | 35,72%
Usnea laevis
Extracto metandlico | 47,15%

de Usnea laevis
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Existi6 una diferencia significativa entre
cada uno de los extractos utilizados con respecto
a Aspergillus spl. En cuanto a Aspergillus sp2 el
porcentaje de inhibicion presentado fue del 0%.
Por otro lado el extracto metanolico y etandlico de
Usnea laevis en el hongo fitopatogeno Rhizopus
stolonifer inhibié mas del 50% del crecimiento del
hongo a pesar de no existir una diferencia signifi-
cativa entre si (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentajes de inhibicion del extracto eta-
nolico y metanodlico de Usnea laevis frente a Rhi-
zopus stolonifer.

Extracto % de inhibicion
liquénico al 0,5%

Extracto etandlico | 84,11%

de Usnea laevis

Extracto 91,54%
metanolico de

Usnea laevis

Finalmente en cuanto a Penicillium sp se
obtuvo un porcentaje de inhibicion minimo (Tabla
5). Cuya diferencia fue significativa en cuanto a la
respuesta frente a la aplicacion de los dos tipos de
extractos.

En general, los extractos de Usnea laevis
mostraron un menor porcentaje de inhibicion fren-
te a Penicillium sp y en Aspergillus sp 2 no se
logré inhibir su crecimiento. Por otro lado frente a
Rhizopus stolonifer se inhibiéo mas del 50% de su
crecimiento.
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Tabla 5. Porcentajes de inhibicion del extracto eta-
noélico y metanolico de Usnea laevis frente a Peni-
cillium sp.

Extracto % de inhibicion
liquénico al 0,5%

Extracto etandlico | 33.17%

de Usnea laevis

Extracto 45.04%
metandlico de

Usnea laevis

Se categorizo el extracto metandlico y eta-
noélico de Usnea laevis al 0,5 % segln la tabla la
OILB, para cada hongo (Tabla 6).

DISCUSION

La efectividad de los extractos liquénicos
y la inhibicion del crecimiento micelial de hongos
fitopatogenos esta influenciada por diversos fac-
tores como: especie de liquen, solvente utilizado
para la extraccion, concentracion empleada, y ca-
racteristicas taxondmicas de las especies de hon-
gos'®; de manera tal, que esto podria explicar, por
qué se obtuvo valores con diferencias estadistica-
mente significativas, entre los diferentes hongos
fitopatogenos expuestos al mismo tratamiento.

En la literatura no se encontraron trabajos
donde se haya empleado el extracto de Usnea lae-
vis para el control de estos hongos fitopatdgenos
(Aspergillus, Penicilliumy Rhizopus stolonifer) sin
embargo algunos autores demostraron el efecto an-
tifungico de otras especies de hongos liquenizados.
Tal es el caso de un estudio realizado, en donde se
logr6 inhibir el crecimiento y la esporulacion de
Aspergillus flavus con los extractos de Hypogym-
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Tabla 6.Clasificacion del extracto liquénico segliin
su porcentaje de inhibicion segin la OILB.

Hongo Extracto de | Clasificacion
Usnea laevis
(0,5%)
Metanélico | Ligeramente
Aspergillus toxico
sp 1 Etanélico Ligeramente
toxico
Metanélico | Inocuo
Aspergillus
sp 2 Etanélico Inocuo
Metanoélico | Moderadamente
Rizhopus toxico
stolonifer | Etanélico Moderadamente
toxico
Metanélico | Ligeramente
Penicillium toxico
sp Etanélico Ligeramente
toxico

nia physodes y Ramalina farindacea'. Se obtuvie-
ron también sustancias liquénicas de Heteroder-
mia sp, y al evaluar la actividad antifingica in vitro
de las mismas, mostraron valores significativos en
un niamero determinado de hongos fitopatdgenos
entre los que se destaca Fusarium graminearum®.
Otro estudio realizado con Psedevernia furfurdacea
reveld que las sustancias liquénicas presentan una
actividad alelopatica sobre hongos y plantas supe-
riores, disminuyendo su velocidad de germinacion,

micologia.uv.cl
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crecimiento o inhibiendo incluso la formacion de
micorrizas'®.

A pesar de que no se cuentan con investiga-
ciones en donde hayan empleado Usnea laevis, se
han realizado estudios con Usnea barbata frente a
Mycobacterium phlei indicando una buena activi-
dad, ya que se aisl6 el acido tisnico presente en ¢l
y demostro6 tener una mejor actividad controladora
con Mycobacterium phlei que con Staphylococcus
aureus'’.

Es importante mencionar que una de las li-
mitaciones en el presente estudio es que no se reali-
z6 la identificacion de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos realizados, pero con base
a la literatura; las sustancias catalogadas como ti-
picas en liquenes son dépsidos, depsidonas, depso-
nas, dibenzofuranos y acidos tsnicos'®; en especial
este ultimo es caracteristico del genero Usnea el
mismo que fue probado en otro estudio mostrando
una marcada capacidad de inhibir el crecimiento
y esporulacion de hongos fitopatdgenos como As-
pergillus flavus" tal y como sucedio en la presente
investigacion con Aspergillus spl.

Por otro lado en el presente estudio se eva-
lud la actividad antifungica del extracto de Usnea
laevis al 0,5% pero de acuerdo a estudios previos
se ha visto que su toxicidad y el porcentaje de inhi-
bicion puede variar de acuerdo a la concentracion
del extracto en el medio, por ejemplo en investiga-
ciones previas, se evalud la actividad fungicida de
distintos extractos liquenicos en hongos fitopato-
genos, obteniendo mejores resultados en aquellos
que presentaron concentraciones mayores a la que
se probd en este caso, mostrando asi, un porcen-
taje de inhibicion de hasta el 100% en ciertas es-
pecies?, por lo que se podria probar con concen-
traciones mayores y asi esperar obtener mejores
resultados frente a las especies que presentaron un
porcentaje de inhibicién menor del 50%.
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Otros estudios realizados indicaron que el
tipo de solvente empleado para la extraccion de
las sustancias liquénicas es sumamente importante
ya que influye en la actividad antifungica que pue-
de presentar el extracto. Ademas se ha estudiado
el efecto fungicida de los extractos liquénicos de
diversas especies, en donde se utilizo tres solven-
tes (acetona, metanol y cloroformo), frente a dos
especies pertenecientes al género Aspergillus, in-
dicando asi que se obtuvo mejores resultados en
los extractos con acetona’!; de manera tal que se
recomienda utilizar ademas de etanol y metanol,
otro tipo de solventes para resultados mejores.

Las sustancias liquénicas no son solubles
en agua, si no que se ha demostrado que lo son, en
solventes organicos. Por ejemplo, un estudio don-
de se utilizaron solventes como tolueno, benceno y
metanol, éstos mostraron un resultado mucho mas
conveniente en la separacion de compuestos liqué-
nicos frente al etanol*, de manera tal, que ésto ex-
plicaria porque existi6 una diferencia significativa
en los porcentajes de inhibicion de las distintas
especies de hongos, entre el extracto metanolico y
etanolico de Usnea laevis.

Con respecto a Aspergillus sp2 el extracto
resultd inocuo y su porcentaje de inhibicion fue del
0%, esto pudo deberse a que el hongo pertenecien-
te a este género se encontraba formando parte de
la contaminacion de los medios de cultivo dentro
del Laboratorio de Micologia Aplicada antes de
aislarlo y segun estudios previos, se conoce que
generalmente los microorganismos adquieren re-
sistencia®, y en el caso de este tipo de hongo, ya
se habia probado previamente otros métodos para
su control, por ende el extracto no logré inhibir su
crecimiento, caso contrario a lo que sucedid con
Aspergillus spl en donde si se evidencia cierto por-
centaje de inhibicion ya que éste se aislo de frutas,
por lo que hipotéticamente se asume que era mu-
cho mas sensible al extracto.
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Finalmente, tanto para Penicillium spl y
Rhizopus stolonifer no se encontraron estudios pre-
vios, en donde se apliquen extractos o metabolitos
secundarios obtenidos de liquenes para su control.

CONCLUSIONES

El extracto de Usnea laevis demostrd tener
una mayor actividad in vitro frente a Rhizopus sto-
lonifer, inhibiendo mas del 80% de su crecimiento;
siendo una sustancia moderadamente toxica para
esta especie. Por otro lado, frente a Aspergillus
sp2, el extracto resultd ser inocuo ya que se obtuvo

0% de inhibicion; mientras que, para Aspergillus
spl y Penicullium sp, la sustancia fue ligeramen-
te toxica y se obtuvo un porcentaje de inhibicion
menor del 50%, demostrando una baja actividad
antifungica.

El extracto metanodlico de Usnea laevis
mostrd una diferencia significativa en el porcentaje
de inhibicion de Aspergillus spl, Penicillium sp y
Rhizopus stolonifer, con respecto al extracto etano-
lico, siendo el metanol el solvente que arrojé me-
jores resultados a la hora de inhibir el crecimiento
de estos hongos fitopatdogenos.
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