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RESUMEN

El presente trabajo fue llevado a cabo en las orillas de la Laguna de Mucubaiji,
Mérida, con el proposito de determinar la absorbancia de compuestos susceptibles
a la radiacion UV presentes en los extractos de muestras de liquenes y briéfitos,
crecidos bajo la incidencia directa o la penetracién parcial de radiacion solar.

Para esto fue planteada la implementacién de una serie de extracciones, que nos
permitieran desprender de los tejidos celulares estos compuestos presentes en las
especies H. integrifolium (musgo), F. brasiliensis (hepatica) y U. laevis, con la
finalidad de evaluar su absorbancia en el rango de longitudes de onda
correspondiente al UV, analizando la posible relacion de esta absorbancia con la
incidencia directa o parcial de la radiacion solar y estableciendo comparaciones
entre la tendencia de las sefiales apreciadas para los compuestos extraidos de
cada una de las especies, ademas de realizar la separacion mediante CCF de

algunos de los compuestos presentes.

Los resultados indican que las especies presentan cierta absorbancia en el rango
de longitudes de onda UVB (280-320nm.) y el maximo de absorbancia se
encuentra en las longitudes de onda correspondientes al rango UVC (200-
280nm.). Ademas de esto apreciamos que la tendencia de absorbancia de los
compuestos extraidos varia y que en algunos casos no sigue la misma tendencia
gue la absorbancia detectada para los extractos totales. Los compuestos
detectados y separados de las especies de briofitos absorben muy poco las
longitudes de onda correspondientes a la radiacidn solar, por lo que presentarian
una muy poca actividad fotoprotectora en la planta, mientras que el acido usnico
presente en el liqguen Usnea laevis presenta una mayor intensidad y rango de
absorbancia en el intervalo UV que los compuestos separados para las especies

H. integrifolium y F. brasiliensis.
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INTRODUCCION

La geoquimica como una ciencia moderna, se caracteriza por ser interdisciplinaria,
asi encontramos que para resolver problemas en sistemas naturales e interpretar
los procesos que ocurren en ellos, estaremos integrando conocimientos que nos
permiten abordar y analizar la informacion referente a estos sistemas desde
multiples puntos de vista. Desarrollar modelos que expliquen cémo evolucionan
sistemas naturales en funcién del tiempo, considerando el mayor numero de
variables nos permitira comprender mejor como podemos contribuir a solucionar

sus problemas y a conservar el equilibrio de nuestro medio ambiente.

Para estudiar procesos que ocurren en el ambiente natural de una forma holistica,
por ejemplo las transformaciones de ciertos compuestos quimicos por efecto de la
radiacion, debemos hacer uso de los conceptos y conocimientos provenientes de

distintas disciplinas tales como la biologia, la ecologia, la quimica.

Uno de los fenbmenos actuales de gran importancia a nivel cientifico, lo constituye
el cambio climéatico y los procesos que engloba, debido a la produccion de efectos
evaluables desde el punto de vista quimico y geoquimico, como por ejemplo el
cambio en las concentraciones de ozono presente en la atmdsfera y los niveles de
radiacion UV que llegan a la superficie terrestre. Numerosos estudios como los
gue se referirdn posteriormente en los antecedentes son efectuados tomando en
cuenta la necesidad de evaluar, conocer, predecir y estimar la magnitud de las
variaciones que han tenido lugar y que siguen ocurriendo en las condiciones
climaticas, ademas de considerar los efectos ambientales que dichas variaciones

generan.

Entre los procesos que incluye el cambio climéatico encontramos la degradacion de
la capa de ozono, que constituye la proteccién natural proporcionada por la
atmosfera de nuestro planeta contra las emisiones de radiacion por parte del Sol.

Si consideramos el desgaste en funcion del tiempo que ha sufrido la capa de
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ozono, el consecuente incremento en la radiacion captada por especies vivas
como liquenes y bridfitos, podemos detectar la influencia de estos niveles de
radiacidbn en ciertas caracteristicas quimicas, fisiologicas e incluso en las
caracteristicas del ADN propio de los organismos antes mencionados. Sin
embargo, tomando en cuenta que la incidencia de la radiacién varia en funcion de
la latitud a la que nos encontramos, se hace necesario estudiar por separado los
diferentes sistemas naturales, en este caso centraremos nuestra atencion en el
ecosistema de paramo, diferenciando areas donde la incidencia de la radiacién
solar es directa de otras areas donde la penetracion de la misma es parcial, con la
finalidad de evidenciar la influencia de los niveles de radiacion del sistema sobre la
proporcibn de compuestos susceptibles a UVR acumulados por briéfitos y

liquenes.

Al preguntarnos como afecta la radiacion UV a los organismos fotosintéticos como
los antes mencionados, surge la necesidad de establecer un parametro que nos
permita evidenciar la magnitud de las variaciones quimicas que se identificaran, en
este caso se efectuara la determinacion de la absorbancia en el producto de la
extraccion de los compuestos susceptibles a la radiacion en el rango UV obtenidos
al atacar quimicamente las paredes celulares y las vacuolas presentes en las
células, en el caso de los briéfitos y a nivel extracelular en el caso de los liquenes,
siendo las regiones antes referidas el lugar donde los organismos seleccionados
acumulan los compuestos de interés. Este analisis nos permitira ademas
establecer comparaciones entre la capacidad de absorber la radiacion UV por

parte de los organismos en cuestion.

De este modo, compuestos como acidos hidroxicinamicos, cinamicos y uUsnico,
entre otros son capaces de participar en reacciones fotoquimicas para consumir la
energia aportada por la UVR vy proteger al organismo de sus efectos.
Comportamiento que aprovecharemos como una herramienta que nos permitira

evidenciar la presencia de cierta influencia por parte de la radiacion UV e

15



identificar variaciones del nivel de incidencia de la misma en estos organismos

fotosintéticos.

Con la finalidad de definir la presente propuesta de investigacion se plantean los

siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Determinar la absorbancia de compuestos susceptibles a la radiacion UV
presentes en los extractos de muestras de liquenes y briofitos, crecidos bajo la
incidencia directa o la penetracion parcial de radiacion solar en el paramo

Mucubaji - Mérida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la absorbancia de los extractos provenientes de las
vacuolas y la pared celular de briéfitos que crecen bajo la incidencia

directa o parcial de la radiacion solar.

2. Comparar la absorbancia de los extractos obtenidos de bridfitos que
crecen en areas con una penetracion parcial de la radiacion solar
respecto a la absorbancia de sus homologos crecidos bajo la incidencia

directa de la radiacién solar.

3. Comparar la absorbancia de los extractos obtenidos en liquenes que
crecen en areas con incidencia directa de la radiacion solar respecto a la
absorbancia de los extractos obtenidos en muestras de briofitos crecidos

en las mismas condiciones.

16



4. Determinar el indice de esclerofilia, indicador del contenido quimico de
las hojas de las plantas, en las especies de bridfitos seleccionadas.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Marco tedrico

1. Cambio climatico

El clima en un lugar determinado lo conforma el conjunto de fendmenos
meteoroldgicos que caracterizan durante un largo periodo el estado medio de la
atmosfera y su evolucion. A escala de tiempo de la vida humana, el clima en una
zona concreta permanece practicamente constante. Sin embargo, desde la
formacion del planeta Tierra hace 4600 m.a. el clima ha experimentado de forma
natural cambios importantes. La actividad humana esta produciendo desde el
ultimo siglo un incremento sustancial de la concentracién de los gases de efecto
invernadero en la atmosfera, provocando un aumento de la temperatura global que
esta acelerando el proceso de cambio climatico. Esta alteracion del clima global es

la que recibe el nombre de cambio climatico (Perniay Férnez, 2008)

En el estudio del cambio climéatico se consideran comdnmente tres procesos: el
efecto invernadero, el adelgazamiento de la capa de ozono y el transporte de
contaminantes a larga distancia. El adelgazamiento de la capa de ozono es
generado como consecuencia de la accion de algunos compuestos capaces de
degradar el ozono estratosférico, el cual tiene la funcion de proteger al planeta de
la radiacion ultravioleta-C (UV-C: 200-280nm) de un modo total y de la radiacién
ultravioleta-B (UV-B: 280-315nm) de un modo parcial, es necesario destacar que

la primera es letal para los seres vivos. La cantidad de radiacion UV-B que llega a
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la superficie terrestre depende de factores como: estacion del afio, hora del dia,
altitud, entre otras; los organismos mas sencillos resultan ser los mas susceptibles

a la exposicion excesiva a la radiacion UV-B (Nufiez et. al, 2004).

2. Liguenes

Un liquen es una asociacion simbidtica entre un hongo y un organismo fotosintético
como un alga o una cianobacteria. En el caso de los liquenes la simbiosis es de
tipo mutualista, ya que ambos organismos se benefician por la asociacion,
aportdndose mutuamente proteccién y alimento. Ecolégicamente son importantes
colonizadores de zonas desérticas con rocas expuestas a meteorizacién, ya que se
consideran precursores un la formacion del suelo, capaces de adaptarse a
cualquier tipo de superficie, sea esta corteza de arboles, suelo, rocas o

construcciones (Giacobone, 2009)

La distribucion de los liguenes y de los organismos fotosintéticos en general esta
influenciada por las condiciones del sistema al cual pertenecen. Factores como la
temperatura, disponibilidad de agua, composicién quimica de la misma, luz, entre
otros resultan determinantes y nos ayudan a inferir la ubicacion de las diferentes

especies de liquenes (Barreno y Pérez-Ortega, 2003).

Existen diferentes sistemas de clasificacion para los liquenes, que toman en cuenta
aspectos como sus caracteristicas morfoldgicas, sustrato sobre el cual crecen, su
anatomia, los organismos que conforman la simbiosis, su composicion quimica,
entre otros. En este caso haremos referencia a la clasificacion que considera la
afinidad de los liquenes por la luz. Dado que es posible identificar diferentes
ambiente féticos considerando la intensidad, cantidad y calidad de luz que reciben
las regiones de un mismo habitat, ademas de tomar en cuenta que la luz puede
provenir de la incidencia directa o de la luz reflejada; encontramos que hay
especies que presentan una elevada afinidad por la iluminacion y se denominan
heliofitos, estas especies se encuentran en las copas de los arboles, margenes de
bosques, rocas expuestas, entre otros lugares con una elevada iluminacion, por el

contrario los escibfitos se encontraran en zonas donde la penetracion de la

18



iluminacién sea escasa, como por ejemplo, matorrales densos, bosques bien
conservados, base de los troncos, entre otras zonas (Barreno y Pérez-Ortega,
2003).

3. Bridfitos

Son plantas estructuralmente simples, que a menudo prevalecen en ambientes de
condiciones duras, como suelos secos, montafias de corrientes turbulentas, entre
otros, principalmente se diferencian dos grupos de briofitas: musgos y epifitas
(Fabon et al., .2010)

El uso de los briofitos acuaticos como bioindicadores se remonta a finales de la
década de 1960, aunque es a partir de la década de 1970 cuando se generaliza su
uso. Los briofitos acuaticos se han empleado con gran profusion como
bioindicadores de metales pesados, pero también han resultado Utiles en casos de
contaminacién organica, acidificacion, eutrofizacion, turbidez, salinidad, reactividad
y contaminacion térmica. Entre otras caracteristicas que hacen considerarlos como
organismos bioindicadores encontramos: simplicidad estructural, carencia de una
cuticula desarrollada, de epidermis y de sistemas radical y vascular eficientes, de
manera que pueden responder a las variaciones ambientales de manera mas fiel
gue las plantas vasculares; ademas de un modo de vida perenne, lo que facilita un
muestreo continuo durante todo el afio y a lo largo de un periodo considerable
(Nufez et al., 2004)

4. Bioindicadores

Probablemente, la vida es el mejor monitor de la calidad ambiental de un medio,
ya que los organismos integran la influencia de variables bidticas y abidticas en su
habitat, y suministran un registro continuo de la calidad ambiental (Nufiez et al.,

2004). Los bioindicadores se definen como organismos que manifiestan sintomas
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particulares en respuesta a cambios medioambientales, generalmente de manera

cuantitativa (Hawksworth et al., 2005).

5. La esclerofilia y los organismos fotosintéticos

La esclerofilia constituye una serie de aspectos morfolégicos de los organismos
fotosintéticos, que originan diferentes niveles de espesor de las paredes celulares
de varios tejidos, estas variaciones dependen de las especies consideradas y de
las condiciones del ambiente en el que se desarrollan, por lo tanto encontraremos
gue la esclerofilia en plantas superiores sera diferente a la que encontraremos en
briofitos, por ejemplo. Un modo experimental de efectuar determinaciones
relacionadas a la esclerofilia es mediante el indice de esclerofilia, el cual se refiere
al peso seco por unidad de superficie, (modificado de Garcia PIé, et al., 1990) en
el caso de los britfitos esta determinacion se realizara empleando los apices del

organismo.

6. Organismos fotosintéticos y radiacion UV

Cuando los organismos fotosintéticos se encuentran expuestos a un exceso de luz
y radiacion desarrollan mecanismos adaptativos para protegerse, comunmente
estos consisten en una serie de respuestas fisioldgicas, bioquimicas, histologicas,
entre otras. Diversos estudios han demostrado el rol fotoprotector que cumplen los
pigmentos y algunos compuestos secundarios sintetizados por estos organismos
fotosintéticos, dadas las caracteristicas quimicas de estos compuestos
polifendlicos quienes son capaces de disipar la energia de los fotones incidentes y
en algunos casos presentan accion antioxidante ( la capacidad antioxidante
depende de la estructura molecular de los mismos). En el caso de los pigmentos
comunmente encontramos a los flavonoides como el que se muestra en la figura
2, que principalmente absorben las longitudes de onda correspondientes al rango

UV-A (315 -400 nm). Por otra parte, entre de los compuestos secundarios,
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encontramos los acidos cindmicos y sus derivados que absorben las longitudes de
onda entre 280 y 320nm (rango UV-B) (Edreva, 2005).

COOCH COOH COOH COOH COOH

Z Pz Pz Z =
MeO OMe HO OMe OMe OH
OH OH OH OH

OH

Acido cindpico Acido hidroxiferdlico Acido ferulico  Acido cafeico Acido p-coumarico

Figura 1. Estructuras de los acidos cinamicos més sencillos

Flavonol R1 R2
Isorhamnetin OMe H
Kaempferol H H
Myricetin OH OH
Quercetin OH H

Figura 2. Estructura de un flavonoide.

7. Sustancias liguénicas.

Este término es aplicado a un conjunto de compuestos sintetizados
exclusivamente por los liguenes y que son de origen extracelular, entre estos
contamos principalmente: depsidos, depsidonas, depsonas y acidos Ushicos
(Culberson, 1969; Marcano, 1994).

21



Las sustancias liqguénicas pueden clasificarse segun su origen (considerando la

bioquimica de estos organismos vivos) en:

e Productos metabdlicos primarios.
e Productos metabdlicos secundarios de la via del acetato-polimalonato.
e Productos metabdlicos secundarios de la via del &cido mevaloniico.

e Productos metabdlicos secundarios de la via del &cido shiquimico.

Los productos metabdlicos correspondientes a la via del acetato-polimalonato
incluyen principalmente derivados fendlicos, entre los que encontramos los acidos
usnicos.ademas de otras sustancias (Marcano, 1994).

CO-CHy
HO OH
()]
. | e
}Isf.)\ﬁ:{ﬁ/\cn CH,

OH 0

Figura 3. Estructura acido usnico.

8. Compuestos absorbentes de la radiaciéon UV en organismos fotosintéticos y

la espectrofotometria UV

Dado el incremento de la radiacion UV-B, los organismos fotosintéticos han sufrido
diversos dafios en su aparato fotosintético, ocurriendo la degradacion de
pigmentos, decrecimiento en la actividad enzimatica, ademas de alteraciones de
ADN y oxidacion. Las plantas han desarrollado mecanismos protectores contra los
efectos de la radiacion UV-B, uno de estos es la acumulacion de compuestos

absorbentes de radiacion UV, los cuales son principalmente fendlicos. Para la
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deteccion de estos compuestos se emplea como herramienta principal el analisis
de absorbancia en las longitudes de ondas correspondientes a la radiacion UV en
el producto de extracciones realizadas a dichos organismos fotosintéticos, la
determinacién de la absorbancia total del conjunto de los compuestos extraidos,
evaluada de un modo adecuado, puede ser suficiente para realizar interpretaciones
sobre la capacidad de dichos compuestos como protectores contra la radiacion UV
(Fabon et al., 2010). Es importante resaltar que en la presente revision hacemos
énfasis en la relacién identificada entre presencia de estos compuestos
acumulados y la incidencia de la radiacibn UV en los organismos Vivos

seleccionados.

9. Compuestos UV-sensibles v los procesos enzimaticos en la plantas.

Al igual que en los liquenes que generan sustancias liquénicas mediante diversas
vias de sintesis metabdlicas, las plantas también cuentan con procesos
metabolicos y enzimas que influyen considerablemente en la produccion de

algunos de los compuestos quimicos que resultan sensibles en el rango UV.

Este es el caso de enzima PAL (Phenylalanine Amonium Lyase) y CHS
(CHalcone Synthase), entre otras enzimas pertenecientes a la via sintética fenil
propandica. De modo que PAL se estimula ante la presencia de la radiacion UVB,
catalizando la transformacion de fenilalanina en acido trans-cinamico, quien
genera a su vez, compuestos fenolicos mas complejos como flavonoides, taninos

y lignina. (Rozema et al., 2002)

Antecedentes

La influencia de la radiacion UV en los sistemas naturales de las diferentes
latitudes ha sido estudiada desde hace algunos afios conjuntamente con la
investigacion sobre la potencialidad de organismos vivos como indicadores de los

efectos que ocasiona. A nivel internacional, numerosos investigadores han
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realizado excursiones para explorar incluso los polos del planeta, donde los
efectos del cambio climatico son tangibles y donde pocas especies logran

sobrevivir a causa de las extremas condiciones climaticas.

Gignac en el afio 2001, realizdé un analisis sobre las potencialidades de bridfitos
como indicadores de cambio climatico y paleoclimatologia, dada su capacidad
para sobrevivir en diferentes condiciones climaticas y al éxito en la adaptacién de
las especies a nuevas condiciones. También comenta sobre algunos modelos que
consideran la distribucion de especies de bridfitos para indicar el cambio climético,
considerando variables como las concentraciones de dioxido de carbono,
partiendo de las caracteristicas de las especies en forma individual y de las
asociaciones de especies encontradas en las regiones que se estudian. Ademas
plantea que puede resultar de utilidad el estudio de sus caracteristicas fisiologicas
y los cambios que presentan dichas especies para realizar interpretaciones y
comparaciones entre estas y las especies que habitaron el planeta cuando la
atmosfera presentaba concentraciones de oxigeno menores a las que
encontramos en la actualidad. Todo esto considerando que los organismos
estudiados presentan una interaccion directa con los sistemas de los cuales

forman parte.

En el afilo 2002, Buffoni et al., identificaron cambios en el contenido fendlico y
acumulacion diferencial de pigmentos de un liquen fruticoso (Cladonia arbuscula
ssp. mitis) como repuesta a la exposicion a UVR en condiciones de laboratorio,
encontraron que los liquenes expuestos a esta radiacibn presentaron un

incremento en la acumulacién de compuestos absorbentes de radiacion UV.

Edreva, en el afio 2005, establece la importancia de pigmentos no fotosintéticos y
derivados de acidos cinamicos en la fotoproteccion, partiendo de las
caracteristicas quimicas de compuestos como flavonoides, antocianinas y
derivados de &cidos cinamicos (entre otros compuestos). Se establece que estos
compuestos presentan respuestas quimicas que protegen a los organismos
fotosintéticos de los dafios causados por la radiacion, una vez que los compuestos

antes mencionados son sintetizados via enzimatica se distribuyen a través del
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organismo dependiendo de su estructura. Cabe mencionar que todos estos
compuestos absorben la radiacion comprendida en el rango UV y disipan la
energia de los fotones incidentes.

En el afio 2006, Arroniz-Crespo et al., aprovechan la asociacién directa que hay
entre el incremento de la radiacién UV y el gradiente de altitud a la cual crecen las
especies, para emplear como herramienta de estudio el analisis de la absorbancia
total en el rango UV y la concentracion de algunos acidos hidroxicinamicos, dado
gue estos compuestos pueden actuar cono protectores contra UVR (Tuba et al.,
2010). Posteriormente en el 2008, los mismos autores estudiaron la respuesta
fisiolégica de la especie Jungermannia excertifolia subsp. cordifolia a la exposicién
a UVR en condiciones de laboratorio evaluando la respuesta de 5 derivados de
acidos hidroxicinamicos: acido p-coumaroylmalico, acido 500-(700,800-
dihidroxicoumaroyl)-2-caffeoylmalico, acido 500-(700,800-dihidroxi-7-O-b-glucosil-
coumaroyl)-2-caffeoylmalico, acido fasélico y acido feruloylmalico concluyendo que
estos compuestos pueden ser utiles como bioindicadores del incremento en la

radiacion UV.

En 2009, Nufez-Olivera et al., encontraron durante tres afios consecutivos que la
concentracion del acido p-coumaroylmalico en la especie Jungermannia
excertifolia subsp. cordifolia fue mas alta entre verano y otofio respecto a las
temporadas de verano y primavera, estableciendo una correlacion positiva con los
niveles de UVR. Es importante destacar que uno de los modelos que emplearon
en su estudio consideraba como una de las variables los niveles de ozono,
resultando que los niveles de ozono y del acido p-coumaroylmalico se compensan

entre si.

En el afio 2010 Fabon et al., encontraron que los derivados de acidos
hidroxicinamicos se hallan en diferentes partes de las células que constituyen a los
organismos, esto fue posible evaluando extracciones efectuadas a las paredes de
las células y a las vacuolas que se encuentran a nivel intracelular, ademas

estudiaron la influencia de la radiacién ultravioleta B (UVB) en la concentracion de
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los acidos hidroxicinAmicos, mediante la exposicion bajo condiciones de
laboratorio a periodos regulares de radiacion UVB, encontrando que al
incrementar la radiacion UV también incrementaba la absorbancia de los

compuestos sensibles a la misma.

Por otra parte, luego de hacer referencia a las investigaciones encontradas a nivel
mundial, a continuacibn comentaremos sobre investigaciones realizadas en

nuestro pais.

En el Paramo Andino venezolano Marcano et al. (1999) identificaron la especie
Usnea laevis y encontraron en la composicidbn quimica de dicha especie la
presencia de &cido Usnico, para esto extrajeron, separaron, identificaron y
cuantificaron el mismo, mediante técnicas analiticas como cromatografia de capa
fina (TLC), espectroscopia en el infrarrojo, espectrometria de masas (MS), entre
otras, encontrando que el acido Usnico presenta una proporcion del 2,7% de la
masa del liquen, con esta investigacion se identifica la presencia de un derivado

de acido fendlico carboxilico en esta especie.

Collignon et al. En el afio 2010 refieren una investigacion realizada en los region
andina, en la cual podemos encontrar que ademas de la especie Usnea laevis,
también se han realizado estudios con otras especies de liquenes como: Lecanora
sp., Physia sp., Protoblastemia sp. y Verrucaria sp. para las que se detecto la
absorbancia de compuestos presentes en sus tejidos en el rango UVB y UVC. A
partir de esta investigacion interpretaron que los liquenes expuestos a radiacion
UV en regiones de alta montafa tropical desarrollan estrategias UV-protectoras
generadas probablemente durante millones de afios de evolucion, basadas en la

sintesis de metabolitos secundarios fenélicos

En el afio 2010 Marcano et al., analizaron los compuestos secundarios en varias
especies de liguenes crecidos en zonas glaciares, determinaron su absorbancia
en el rango UV-A, UV-B y UV-C, ademas de analizar y caracterizar los mismos
mediante técnicas espectrométricas y cromatograficas. Ademas realizaron

interpretaciones sobre la actividad protectora de estos compuestos en los

26



microorganismos, considerando esto como un comportamiento que posiblemente
fue presentado por los organismos que poblaron la tierra durante aquellos tiempos

en que la atmosfera presentaba menores concentraciones de oxigeno.

Zona de estudio

La region seleccionada para llevar a cabo el muestreo forma parte de la Sierra
Nevada de Mérida, especificamente en Mucubaji, ubicada a 3500m de altura. Esta
region constituye una gran extensiéon de paramo, caracterizada por una vegetacion
variada, que depende del microclima (condiciones de humedad, altura, entre otros
factores), diversidad topografica y geomorfolégica en la que destacan los rasgos
de un modelado glacial intenso. A nivel general podemos decir que la temperatura
se ve altamente influida por la altura, de modo que a 3.000m tenemos
temperaturas de 10 °C, a 3.500m encontramos 6 °C y a 4.000m tenemos -1 C. El
clima se caracteriza por ser de semiarido a semihimedo, presentando un periodo
de sequia que inicia en diciembre y culmina en abril. (Graf, 1996 ; Az6car y
Monasterio, 1979).

| 2000 pies |
11 km

Laguna
Mucubajl

'2000 pies |
| mewme e | |
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Figura 4.1. Laguna de Mucubaji. Tomado y modificado de Google maps.
(consultado 20 de junio 2012).

Areas de muestreo.

Antes de efectuar la recoleccion de muestras fue necesario definir o caracterizar

los estadios dentro de la zona de estudio.

Area de sol o soleada: ubicado a orillas de la laguna, donde la incidencia de la
radiacién solar es directa y las muestras se encontraban expuestas a la radiacion
solar durante la mayor parte del dia considerando el avance del sol a medida que

transcurren las horas.

Area de sombra: En este caso nos referimos al area donde las muestras se
encontraban bajo la sombra de pinos 6 en zonas muy cercanas (1 o 2m) de estos,
creciendo sobre la superficie de una roca, en un angulo para el que la incidencia

solar no era directa.
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Figura 4.2. Areas de estudio. (a) area soleada. (b) area de sombra.
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Metodologia experimental.

Muestras
compuestas

Usnea

. Frullania Hedwigidium
laevis

Total muestras

Sol (1) (1) (1)
wem] (2) (2) (%)
()

Figura 5: Muestras recolectadas.

[ Réplicas ]

Frullania Hedwigidium

o () () ()
) (O O O
Sub total
Total réplicas @

Figura 6. Réplicas preparadas.
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Identificacion de las especies.

Para la realizacion del presente trabajo de investigacion fueron seleccionadas 1
especie de liqguen: Usnea laevis (U.laevis) y 2 especies de briofitos: un musgo y
una hepatica presentes en la zona de estudio, en el caso del liquen, la especie se
encontraba previamente reportada en la zona y se encuentra ampliamente
estudiada como se refiere en la revision bibliogréfica, pero en el caso de los
bridfitos fue necesario un andlisis de las caracteristicas de las especies
recolectadas para su identificacién taxonémica, este procedimiento fue realizado
por la especialista en el area: Profa. Yelitza Leodn, quien identifico las especies
como: Hedwigidium integrifolium (P. Beauv) Dixon (musgo seleccionado, H.
integrifolium) y Frullania brasiliensis Raddi (hepatica seleccionada, F. brasiliensis).

Recoleccidon y preparacion de las muestras

Luego de identificar los puntos de muestreo procedimos a recolectar las muestras
de cada especie, para esto empleamos una espatula pequeiia en el caso del
musgo Yy para las otras especies la recoleccion fue con las manos. Las muestras

recolectadas fueron almacenadas en bolsas de papel debidamente rotuladas.
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Figura 7. Recoleccion de muestras

Una vez recolectadas las muestras fueron trasladadas en sus respectivas bolsas

al laboratorio para iniciar su procesamiento.

1. Bridfitos

Figura 8.1. Bridfitos: F. brasiliensis (a), H. integrifolium (b).
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(a)Hepética: F. brasiliensis.

Para esta especie fue necesario separar cada una de las ramas de la planta, que
se encontraban enredadas entre si y con una especie de liquen no identificado,
ademas de retirar los restos de tierra presentes entre las ramas. Para continuar
fue necesario cortar los primeros 3 cm de la planta, correspondientes a los 4pices
de la misma, antes de ser llevados a la estufa junto a las muestras de H.

integrifolium.
(b)Musgo: H. integrifolium

Inicialmente fue necesario limpiar los tallos del espécimen, ya que contenian
restos de tierra. Empleando una hojilla de acero inoxidable, fueron cortadas las
puntas impregnadas de tierra y la seccion correspondiente a las raices, dejando el

resto de la planta lista para llevar a la estufa, donde fueron secadas las muestras.

Luego de secar las muestras a una temperatura de 30 °C hasta alcanzar peso
constante (durante 67 horas), cada muestra fue colocada en un mortero al cual se
le adicioné una pequefia proporcion de nitrégeno liquido, seguidamente se
procedio a triturar la muestra hasta conseguir un polvo fino, que fue transferido a
tubos Eppendorf nuevos, esterilizados y previamente pesados, preparando asi
réplicas de 10, 20, 30, 40 y 50 mg. Para cada especie se prepararon 3 réplicas de
50 mg y 1 de cada una de las otras masas antes mencionadas para cada area de

estudio.
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Figura 8.2: Preparacion de muestras de briofitos.

2. Liguenes.

Figura 9.1 U. laevis (liquen).

En el caso de las muestras U. laevis, fueron llevadas a la estufa en las bolsas
donde fueron recolectadas, durante 28 horas a 37°C, luego las transportamos en

un desecador al laboratorio donde fueron cortadas en trozos empleando una hoijilla
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de acero inoxidable y seguidamente se procedio a triturar las mismas empleando
un mortero y mazo de porcelana. Fueron preparadas de igual forma, réplicas de
10, 20, 30, 40 y 50 mg (se prepararon 3 muestras de 50 mg y 1 de cada una de las
otras masas previamente mencionadas para cada estadio), fueron llevadas al

desecador durante 24h antes de efectuar el proceso de extraccioén con la finalidad

de garantizar la ausencia de humedad y su peso constante.

Figura 9.2 Trituracion, muestras de liquenes.

35



Procesos de extraccion de los compuestos.

1. Bridfitos.

|. Extraccion 1: pared celular.

Para esta primera extraccion a cada réplica se le adiciondé 1,5 mL de Metanol
empleando una pipeta automatica de 1000 L. Luego trasladamos las muestras al
refrigerador (a una temperatura de 4°C) en un recipiente porta-Eppendorf cerrado

y forrado con papel aluminio, para evitar la incidencia de la luz,

Después de 24 horas la muestras fueron retiradas del refrigerador y trasladadas a
otro laboratorio en una cava para luego proceder a centrifugar las mismas,
generando la separacion de dos fases, una solida (pellet) y otra liquida (extracto
1). Seguidamente procedimos a decantar el liquido en otro recipiente Eppendorf

previamente identificado.

Esta fraccion denominada extracto 1 (E1) contiene los compuestos solubles en

metanol presentes en la pared celular.

Una vez efectuada la primera extraccion, procedimos a sembrar un volumen de
50uL del extracto obtenido para cada muestra en una placa de separacion
cromatografica HPTLC de silica gel 60 Fys4, con ayuda de una jeringa Hammilton
de 10 pL de capacidad. En el proceso empleamos como fase movil el sistema de
separacion Culberson 2 (de acuerdo a lo expuesto en la referencia Marcano,
1994) correspondiente a la mezcla de solventes: tolueno, dioxano y acido acético,

en las siguientes proporciones: 90: 22,5: 2,5.
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Figura 9.3 Separacion cromatografica de las réplicas.

Las placas que contenian las muestras fueron colocadas en una cubeta que
contenia 140 mL de la mezcla de solventes antes referida como se muestra en la
figura 9.3. Luego de que la mezcla de solventes recorrié aproximadamente el 80%
de la placa, la misma fue retirada de la cubeta y se dej6é secar durante 24h,
seguidamente procedimos a chequear la separacion de los compuestos y marcar
las zonas de la placa donde observamos acumulacion de algun compuesto (ver
figura 12). Posteriormente, con ayuda de una espatula procedimos a raspar la
zona marcada (ver figura 9.3) y recuperamos la porcién de silica que contenia el
compuesto con ayuda de un pequefio trozo de papel encerado, para luego
transferirlo cuidadosamente a un recipiente Eppendorf previamente rotulado.
Luego fue necesario adicionar 1,5mL de metanol a cada réplica, seguidamente
procedimos a tapar cada recipiente y agitarlos. Posteriormente fueron
centrifugados durante 1 min a 1500g para decantar el liquido (E1S) que llevamos

a analizar mediante el espectrofotometro UV.

Luego de realizar la separacion cromatografica para las réplicas de musgo,
logramos diferenciar un compuesto absorbente, el cual fue analizado mediante

espectrofotometria UV (ver figuras 12 y 13). Mientras que para las réplicas de
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hepética logramos obtener 5 fracciones que posiblemente son 5 0 6 compuestos
diferentes (ver figuras 15y 16).

[I. Extraccion 2: intracelular, vacuolas celulares.

Una vez efectuada la primera extraccién, tomamos la fraccion solida remanente o
pellet y procedemos a realizar una segunda extraccion, en la que atacaremos el
interior de las células, especificamente las vacuolas. Para esto fue necesario
realizar una digestion con NaOH durante 3 horas, a una temperatura de 80°C en
bafio de Maria. Para esto se adicion6 un volumen de 1mL de NaOH 1M a cada
muestra, luego de transcurrir las 3 horas y retirar las muestras de bafio de Maria,
adicionamos 0.5mL de HCI 5,6M para neutralizar y acidificar la solucion.
Seguidamente procedimos a centrifugar las muestras durante 1 min. a una
velocidad de 6000g para separar la fase solida (residuo) y la fase liquida (extracto
2).

Luego, tomamos el extracto 2 y lo transferimos a un tubo de ensayo,
seguidamente efectuamos una extraccion liquido- liquido empleando 0,5mL de
acetato de etilo, procedemos a agitar y observamos que comienzan a separarse 2
fases, seguidamente separamos la fase organica (FO) situada sobre la fase
acuosa empleando una pipeta Pasteur y la transferimos a un Eppendorf,
seguidamente repetimos el procedimiento a partir de la adiciéon del volumen de

acetato de etilo.

Seguidamente los tubos Eppendorf que contienen la fraccion FO fueron llevados a
una estufa a una temperatura de 39°C hasta evaporar todo el solvente (48h).
Posteriormente se adicion6 1,5mL de Metanol a cada muestra para solubilizar los

compuestos extraidos (E2).

2. Liguenes.
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Luego de triturar las muestras y asegurarnos que Su peso era constante
procedimos a adicionar 2mL de Etanol empleando una pipeta automatica de
1000uL y se dejaron en extraccion durante 72h. Seguidamente las muestras se
trasladaron a la estufa, a una temperatura de 37°C hasta evaporar por completo el
solvente, finalmente se adiciond un volumen de 1,5mL de etanol (L1), empleando
una pipeta automatica de 1000puL. Posteriormente procedimos a sembrar 50uL de
cada muestra en una placa HPTLC de silica gel 60 F2s4, con ayuda de una jeringa
Hammilton de 10uL.del mismo modo que realizamos con las muestras de bri6fitos
luego de efectuar la primera extraccion, el procedimiento a seguir fue el mismo en
los pasos de separacién cromatografica y recuperacion del compuesto separado,
con la diferencia de que el solvente adicionado a la silica recuperada fue etanol en
lugar de metanol (luego de centrifugar las réplicas se obtuvo la fraccion L1S).

Andlisis de espectrofotometria UV.

Una vez efectuadas las diferentes extracciones antes descritas, los extractos
obtenidos fueron llevados a analizar mediante un espectrofotometro UV Genesys
10 Bio v1.000 2P1H181001.

Inicialmente tomamos el producto de las extracciones 1y 2 de los briofitos y de la
extraccion efectuada a los liqguenes (3 réplicas procedentes de cada estadio, no
separadas mediante cromatografia de capa fina), correspondientes a los extractos
E1l, E2 y L1. Procedimos a efectuar un analisis exploratorio en las longitudes de

onda correspondientes al rango UV (desde 200 hasta 400nm.).

Para proceder a determinar el espectro UV de cada réplica, se tomaron 50uL de la
réplica de interés y se disolvio en 1,5mL de metanol, esto se efectué con la
finalidad de poder establecer relaciones comparativas entre los analisis efectuados

a los extractos crudos extractos obtenidos mediante la separacion cromatografica.
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Seguidamente analizamos las muestras separadas mediante cromatografia de
capa fina, correspondientes E1S y L1S, en el rango de longitudes de onda de 200
a 300nm para el caso de los briéfitos y desde 200 hasta 400 nm. En el caso de los
liguenes, los rangos de andlisis fueron establecidos considerando los resultados
obtenidos al analizar el grupo de muestras de los extractos E1, E2 y L1.

Determinacion del indice de esclerofilia para las especies de briéfitos
seleccionadas.

Para la determinacion del indice de esclerofilia, fue tomado parte del material
destinado a pulverizar (un ejemplar de cada una de las especies) y se determino
su peso empleando una balanza analitica, seguidamente procedimos a colocar
cada ejemplar en un porta-objetos debajo del cual se encontraba un trozo de papel
milimetrado, luego procedimos rosear cada ejemplar con agua a fin de hidratarlo,
eliminando los excesos con ayuda de papel absorbente. Luego se determino el

area de cada ejemplar con ayuda del papel milimetrado.

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se presentan los resultados obtenidos al implementar la
metodologia previamente descrita, estos se encuentran ordenados en por una
serie de graficos que agrupan los resultados obtenidos, de igual forma
analizaremos las caracteristicas de dichas representaciones graficas, realizaremos
interpretaciones a partir de la comparacion y el significado de las sefales

representadas en las figuras que apreciaremos.

40



1. Determinacion de la absorbancia de los compuestos presentes en

extractos provenientes de la pared celular de briofitos recolectados en

areas soleadas y de sombra.

Para iniciar, presentamos los resultados obtenidos en el estudio de absorbancia
de la totalidad los compuestos extraidos de las especies de bri6fitos seleccionadas
(musgo H. integrifolium y hepatica F. brasiliensis), al realizar la primera extraccién,
correspondiente a de los compuestos presentes en la parte externa de la célula,

empleando como solvente metanol.

1.1Determinacion de la absorbancia de los compuestos presentes en
extractos provenientes de la pared celular de H. integrifolium que crecen

bajo la incidencia directa o parcial de la radiacion solar

0,35
Rango UV
031 uvc
025 H—! UvB
© UVA
£ 02 -
m ’
2
g 0,15 == Area de sombra
< \ Area soleada
0,1
0,05
0 T
200 250 300 350 400
Longitud de onda

Figura 10. Compuestos extraidos en metanol para H. integrifolium (musgo), area

de sol y area de sombra.
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Como se puede apreciar en la figura 10, las sefiales representadas corresponden
a la absorbancia de la totalidad de los compuestos extraidos mediante la primera
extraccion efectuada correspondiente a la pared celular, observamos que la
tendencia presentada para ambas areas de estudio es muy similar, aunque existe
diferencia en la intensidad que presentan, siendo mayor la intensidad que exhibe
la sefal correspondiente a los compuestos provenientes de las muestras
recolectadas en el area de estudio soleada. Es importante destacar que en el
grafico se aprecian una serie de sefiales que se encuentran solapadas, las cuales
cubren el rango UV en las longitudes de onda UVA (315-400nm.), UVB (280-
315nm.) y UVC (200-280nm.), esto nos permite interpretar que logramos extraer
varios compuestos sensibles a la UVR y solubles en metanol aunque no podemos

discriminar el nUmero exacto de compuestos presentes.

1.2 Determinacion de la absorbancia de los compuestos presentes en
extractos provenientes de la pared celular de F. brasiliensis. que crecen

bajo la incidencia directa o parcial de la radiacion solar.
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Figura 11. Compuestos extraidos en metanol para F. brasiliensis (hepatica).
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La figura 11 contiene la representacion grafica de la absorbancia determinada
para los compuestos extraidos de las paredes celulares en la hepética F.
brasiliensis. Como podemos apreciar en el grafico se observa una sefial bastante
aguda y de gran intensidad, que parece estar solapada con otra u otras sefiales de
una intensidad mucho menor, es importante destacar que la absorbancia
determinada se ubica entre las longitudes de onda correspondientes al rango UVC
(200- 280nm.). Comparando la figura 11 y la figura 10 podemos apreciar que la
sefal que se encuentra en el rango UVC en la figura 10 es menos aguda que la
observada en la figura 11, considerando que el comportamiento de las sefiales
observadas depende de los grupos funcionales presentes en la estructura de los
compuestos extraidos y que son capaces de absorber la radiacion UV, podemos
asociar esta diferencia en las sefiales a la cantidad de cromoforos (grupos
funcionales que absorben la radiacion UV) presentes en cada muestra, es decir
gue esperariamos encontrar un mayor numero de sustituyentes en las estructuras
de los compuestos extraidos de la especie H. integrifolium o un mayor nimero de
compuestos. Ademas esperariamos encontrar una mayor concentracion de los
compuestos asociados a las sefiales detectadas en el caso de F. brasiliensis si la
comparamos con la concentracion que esperariamos para los compuestos

extraidos de las paredes celulares en las muestras de H. integrifolium.

2. Separacion de los compuestos extraidos de la pared celular de las

especies F. brasiliensis y H. integrifolium, y separacién del acido
usnico extraido de la especie U. laevis, mediante cromatografia de
capa fina (CCF) empleando una mezcla de solventes formada por
tolueno, dioxano y acido acético, en las siguientes proporciones, 90:
22,5: 2,5.
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Figura 12. Separacion de las muestras mediante CCF. (1) Muestra control de
acido usnico, (2) Muestra E1 de H. integrifolium (3) Muestra E1 de F. brasiliensis,
(4) Muestra L1 de U. laevis.

En la figura 12 observamos la perspectiva obtenida en la placa expuesta a la
radiacién emitida por una lampara UV, podemos apreciar la separacion de los
compuestos lograda gracias a la mezcla de solventes seleccionada,

En la posicion 1 tenemos una muestra control de un estandar de acido usnico, la
cual emplearemos como referencia para comparar la separacion lograda para las

muestras que se encuentran en las otras posiciones.

Ocupando la posicion 2 encontramos el punto de siembra de la muestra
correspondiente a los compuestos extraidos de la pared celular de H. integrifolium
(musgo), podemos apreciar unos centimetros mas arriba de éste, una mancha
oscura que corresponde al unico compuesto separado (Compuesto S) en la placa
cromatografica. EI mismo presenta un Rf un poco menor (Rf compuesto S =0,5)
gue el Rf determinado para la muestra control de &cido Usnico (Rf acido Usnico =
0,6), esto nos permite interpretar que el compuesto S presenta una polaridad un
poco menor a la del acido Usnico y por esta razon es retenido en la silica con mas

facilidad que el estandar colocado en la posicion 1. Por otra parte es importante

44



destacar que en el punto de siembra 2 se observa una sombra, esto nos indica
gue hay compuestos que no lograron separarse mediante la muestra de solventes
empleados y que por tanto estos compuestos presentan una alta polaridad (siendo
retenidos totalmente por la silica en la placa).

De igual forma ocurre en la posicion 3, ocupada por la muestra correspondiente a
la extraccion efectuada a la pared celular de F. brasiliensis, donde podemos
apreciar que en el punto de siembra hay una sombra indicativa de la presencia de
compuestos que no lograron separarse. Para esta muestra logramos diferenciar 3
manchas que presentan Rf diferentes (correspondientes a los valores 0,4; 0,5y
0,6), aunque dos de ellas se solapan logramos diferenciar un mayor niamero de
compuestos. Comparando la separacion de esta muestra con la muestra control,
podemos decir que el compuesto que corresponde a Rf= 0,4 presenta una
polaridad considerablemente mayor que el acido usnico mientras que las otras dos
compuestos separados presentan una polaridad muy similar entre si y del mismo

modo muy similar al acido usnico.

Finalmente en la posicion 4 encontramos una muestra de los compuestos
extraidos en etanol de muestras de U. laevis. Al igual que en los dos casos
anteriores podemos apreciar que hay una sombra en el punto de siembra,
indicando que hubo compuestos cuya alta polaridad no les permitié separarse,
ademas observamos una serie de manchas (que se solapan entre si) muy cerca
del punto de siembra y por ultimo otra mancha correspondiente al acido Usnico
gue presenta el mismo Rf que la muestra control, lo que nos permite confirmar su
identidad.

2.1 Andlisis de la separacion de compuestos extraidos de la pared celular
de la especie H. integrifolium mediante cromatografia de capa fina
(CCF) Comparacioén entre la tendencia de absorbancia del extracto E1 y

el compuesto S.
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A continuacidn presentaremos los resultados obtenidos en el analisis de

absorbancia efectuado a los compuestos separados de

las muestras de H.

integrifolium (musgo), sin embargo, es necesario hacer referencia a la similitud de

los resultados obtenidos en la totalidad de las réplicas analizadas (ver resultados

en anexo 1), por esta razén presentamos los resultados correspondientes a una

de las muestras de cada &rea de estudio en forma comparativa para poder

apreciar las variaciones entre las especies que se desarrollan en lugares que

presentan condiciones diferentes.
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Figura 13 Valores de absorbancia obtenidas para (a) réplicas de H. integrifolium
(musgo) luego de separar mediante cromatografia de capa fina el E1. (b)
Compuestos extraidos en metanol para H. integrifolium (musgo), area de sol y

area de sombra.

Como podemos observar en la figura 13 (a) para la mayoria de los casos las
réplicas correspondientes al estadio sol presentan una mayor absorbancia
respecto a las réplicas correspondientes al area de sombra. Se aprecian 2 sefales
solapadas que presentan absorbancia apreciable en el rango de longitudes de
onda correspondiente a UVC. Considerando que la respuesta de absorbancia de
un compuesto depende de la concentracion del mismo en la solucion (extracto E1)
analizada, las sefiales observadas para ambas areas de estudio presentan un
maximo de absorbancia en el mismo rango de longitudes de onda (210-215nm) y
al efectuar la separacion en la placa determinamos el mismo Rf en todas las
muestras H. integrifolium (ver tabla 1), podemos interpretar que la sefal

probablemente corresponda al mismo compuesto 0 grupo de compuestos.

Comparando los resultados obtenidos antes y después de efectuar la separacion
mediante CCF, se aprecia que la absorbancia del compuesto o compuestos
separados coincide con los valores de absorbancia correspondientes a las sefales
de mayor intensidad, pero ademas del compuesto separado las paredes celulares
también presentan una serie de compuestos que no logramos separar mediante la

separacion cromatogréfica.

Muestra Compuesto Rf
Acido Gsnico Acido Usnico 0,6
U. laevis Acido Usnico 0,6
H. integrifolium Compuesto S 0,5
F. brasiliensis Compuesto A 0,6
F. brasiliensis Compuesto B 0,4
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F. brasiliensis

Compuesto C

0,3

F. brasiliensis

Compuesto D

0,3

F. brasiliensis

Compuesto E

0,2

Tabla 1. Valores Rf de los compuestos separados mediante CCF.

a A b A
(a) Area soleada ®)  Area de sombra
0,250 0,25
0,200 — 0,2 _—*
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Figura 14. Absorbancia en funcion de la masa, para el maximo de absorbancia
detectado en el analisis del compuesto separado mediante la separacion por CCF
de la fraccion E1 (extraccion a la pared celular) en muestras de H. Integrifolium

recolectadas en (a) Area soleada. (b)Area de sombra.

Como ya se menciond la extraccion fue realizada en réplicas de diferente masa,
considerando esto y relacionandolo con los valores obtenidos para el maximo de
absorbancia en cada réplica como se aprecia en la figura 14 podemos conocer Si
existe alguna relacibn matematica o proporcionalidad entre los valores de
absorbancia y la masa a la cual corresponde la réplica inicial, en este caso se

aprecia cierta linealidad al realizar la correlacion.

Comparando las tendencias observadas en las graficas representadas en la figura

14, encontramos que son inversas, apreciandose que para el area soleada la
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absorbancia disminuye a medida que aumenta la masa, esto puede deberse a que
el compuesto separado no se encontraba uniformemente distribuido en las
muestras analizadas, El cambio en la tendencia de la correlacién cuando
observamos la correlacion realizada para el area de sombra nos sugiere que para
este caso la concentracion del compuesto si es proporcional a la masa, esta
diferencia entre un area y otra puede deberse a que las condiciones de uno de las
areas de estudio son capaces de favorecer algunos procesos que ocurren en las
plantas como es el caso de los procesos enzimaticos que pueden resultar
determinantes en la concentracion de compuestos especificos y existe la
posibilidad de que el compuesto separado participe o sea un produto de alguno de

los procesos enziméaticos.

2.2Comparacion de los resultados obtenidos en la separacion de los
compuestos diferenciados de las muestras E1, con los resultados de

una muestra control de acido usnico.

(a) (b) (c)
CompuestoA (> @D
CompuestoB ¥ . Acido Usnico
CompuestoC @D L, @®
Compuesto S
CompuestoD }¥ @ P
CompuestoE ¥ @
/A VA /AR
Punto de siembra Punto de siembra Punto de siembra

Figura 15. Esquema de la separacion observada bajo la lampara UV, luego de
aplicar cromatografia de capa fina. (a)F. brasiliensis (b)H. integrifolium. (c)U.

laevis.
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Como podemos observar en la figura 15 en la posicion (a) correspondiente a F.
brasiliensis, al efectuar la separacion cromatografica logramos diferenciar un
mayor nimero de compuestos,o familia de compuestos presentes en las paredes
celulares de esta especie, mientras que para H. integrifolium (b) se logro
diferenciar un solo compuesto y para U. laevis (c) logramos separar el acido

usnico.

Considerando que el Unico compuesto para el que conocemos identidad es el
acido usnico, en lo sucesivo emplearemos este compuesto como referencia
comparativa. Como se aprecia en la figura 15 y la tabla 1, el &cido uUsnico
presenta un Rf igual que el compuesto A pero ligeramente mayor que los
compuestos Sy B, que por lo tanto se encuentran un poco mas retenidos por la
silica de la placa y son ligeramente mas polares, lo cual nos permitiria inferir la
presencia de grupos funcionales que le proporcionen a estos compuestos una
polaridad similar al acido usnico, pudiendo incluso ser comunes a los que presenta
el acido usnico. Por otra parte los compuestos C, D y E presentan valores de Rf
considerablemente menores que el Rf calculado para el acido Uusnico, de modo
gue podemos interpretar que estos compuestos son mucho mas polares que el
acido usnico, por lo que esperariamos encontrar en estos, varios grupos
funcionales como —COOH, -OH, cetonas y escasos sustituyentes como cadenas

alifaticas.

2.3 Analisis de la separacion de los compuestos extraidos de la pared celular
de la especie F. brasiliensis. mediante cromatografia de capa fina (CCF).
Comparacion entre los valores y tendencia de la absorbancia en el extracto E1

antes y después de efectuar la separacion.

Seguidamente encontramos los resultados obtenidos en el andlisis de absorbancia

efectuado a los compuestos separados de las muestras de F. brasiliensis
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(hepética), al igual que para los resultados obtenidos en el andlisis de absorbancia
de las réplicas correspondientes al compuesto separado de la especie H.
integrifolium hacemos referencia a la similitud de los resultados obtenidos para
las diferentes réplicas y compuestos separados (ver anexo 2.1y 2.2)

04
(a) (b)
CompuestoA > @ 0,35 _n
0,3
Ly
Compuesto B . a 0,25 ‘ ¢— Compuesto A drea
(8] , .
c de sombra, réplica
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CompuestoC @ 3 312mg
° 0,15
Compuesto D @ é —f—Compuesto A drea
@ 0,1 soleada, réplica
CompuestoE 7 0,05 30,2mg
[\ 0
A— o/ 0,05 200 250 300
unto de siembra Longitud de onda

Figura 16.1 (a) Esquema de separacion de la placa cromatografica para las
muestras de F. brasiliensis (b) Absorbancia las detectada para el compuesto A
separado del extracto E1 mediante CCF de las réplicas de F. brasiliensis

correspondientes a las diferentes areas de estudio.

En la figura 16.1 (b) apreciamos la tendencia observada para los compuestos
separados tal y como se menciond anteriormente. En la representacion grafica
destaca una sefial aguda que parece estar solapada con otra sefial de menor
intensidad, ubicada en el rango de longitudes de onda correspondiente a la region

UVC, mientras que para el resto del rango UV la absorbancia no fue significativa.

A pesar de haber separado una serie de compuestos, como se esquematiza en la
figura 16.1 (a) las sefiales de absorbancia obtenidas en los analisis efectuados
para cada uno de los compuestos resultaron muy similares como se aprecia en los
anexos 2.1 y 2.2, considerando esto podemos interpretar que existe una gran
similitud en el contenido de grupos funcionales que presentan estos compuestos,
debido a que las sefales de absorbancia detectadas en el rango UV son el

producto de la energia absorbida en dicho rango por los electrones presentes en
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los enlaces de grupos funcionales especificos, pero dado que la informacién
suministrada por la técnica instrumental no permite discriminar entre las
posiciones que ocupan los grupos funcionales en las estructuras quimicas, ni
ofrece indicios sobre el entorno quimico del grupo funcional que origina la sefial es
dificil establecer diferencias entre un compuesto y otro. En este caso también
podria ser posible que las sefiales resulten similares debido a que, por ejemplo,
los compuestos evaluados presenten un conjunto de grupos funcionales
diferentes, pero al efectuar el andlisis se detecta la sumatoria de la contribucion de
todos los grupos funcionales presentes en cada compuesto y por coincidencia la
sumatoria de las sefales de los diferentes compuestos es la misma. Otra
posibilidad seria que la concentracion de los compuestos en la solucion analizada
sea muy baja y mediante el analisis logremos detectar solo la sefial que presenta
mayor intensidad en cada compuesto mientras que las otras sefiales no puedan
apreciarse de forma significativa y que esta sefial de mayor intensidad
corresponda a un grupo funcional que sea comun a todos los compuestos

analizados.

Por otra parte, observando la figura 16.1 (b) podemos notar que las sefales de
absorbancia correspondientes al area de sombra presentan mayor intensidad que
las detectadas para el area soleada (esto ocurre en todas las réplicas analizadas,
ver anexos 2.1 y 2.2). Este comportamiento en la absorbancia sugiere que la
concentracion de los compuestos diferenciados para las muestras de F.
brasiliensis recolectadas en el area de sombra, es superior a la concentracion de
sus homologos presentes en las muestras de F. brasiliensis recolectadas en el
area soleada. Lo antes expuesto nos lleva a cuestionarnos sobre las razones que
originan esta diferencia de concentracion entre las muestras recolectadas en
ambas zonas, debido a que la absorbancia de los compuestos separados se
encuentra, tal como ya se mencioné en el rango UVC y estas longitudes de onda
tan energéticas no inciden sobre la superficie terrestre, de manera que no se
encuentran influenciada por la radiacion solar. Por tal motivo, probablemente la

concentracion de estos compuestos dependa de procesos metabdlicos que se

52



vean estimulados en mayor o menor proporcioén por influencia de las condiciones

del area en la cual se desarrolla el organismo.
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Figura 16.2 (a) Compuestos extraidos en metanol para F. brasiliensis (b)
Absorbancia las detectada para el compuesto A separado del extracto E1
mediante CCF de las réplicas de F. brasiliensis correspondientes a las diferentes

areas de estudio.

Al apreciar las figuras 16.2 (a) y (b) podemos comparar la sefial detectada antes y
después de efectuar la separacion cromatografica, como se observa existe una
diferencia considerable en la intensidad de las sefiales detectadas, en el caso del

compuesto diferenciado (figura 16.2 b) las sefiales de mayor intensidad (200-
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245nm.) cubren un rango de longitudes de onda menor que el observado para las
sefales de mayor intensidad (200- 270nm.) en el caso del extracto completo.

Encontramos otra apreciable diferencia al observar la figura 16.2 (a) donde la
mayor intensidad de sefiales corresponde al area soleada, mientras que en la
figura 16.2 (b) la mayor intensidad de sefales presentada para los compuestos
separados mediante CCF la presenta el area de sombra. Considerando lo antes
expuesto, podemos interpretar que gran parte de los compuestos no pudieron ser
diferenciados mediante la separacién por capa fina.

3. Determinacion de la absorbancia de los extractos provenientes de las

vacuolas celulares de H. integrifolium y F.brasiliensis.

3.1Determinacion de la absorbancia de los extractos provenientes de las

vacuolas celulares de H. integrifolium recolectados en areas que

presentan incidencia directa o parcial de la radiacion solar.

Las muestras de bridfitos fueron sometidas a una segunda extraccion (ver anexo
3.1y 3.2), en la que se extrajeron compuestos contenidos en las vacuolas
celulares (interior de las células) y posteriormente se determind su absorbancia
en el rango UV, como podemos apreciar en la figura 17 (b), donde se observa que
para la especie H. integrifolium la mayor intensidad en las sefiales de absorbancia
fue detectada para el area soleada, tomando en cuenta que las dos sefales
observadas presentan una tendencia similar, siendo la intensidad de sefial la Unica
diferencia apreciable. De igual forma, la figura ilustra la presencia de una serie de
sefiales que se solapan y presentan diferentes intensidades a lo largo del rango
UV, encontrando las sefiales de mayor intensidad localizadas en el rango de

longitudes de onda correspondiente a UVC (200- 280 nm.).
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3.2 Comparacion de os resultados obtenidos para las dos extracciones

realizadas a H. integrifolium.
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Figura 17 (a) Absorbancia de los compuestos extraidos de las paredes celulares
de las muestras de H. integrifolium. (b) Absorbancia de los compuestos extraidos

de las vacuolas celulares en las muestras de H. integrifolium.

Si comparamos los resultados de las 2 extracciones realizadas a las muestras de
H. integrifolium (figura 17 a y b) encontraremos que para ambos casos el maximo
de absorbancia lo presenta el area soleada, por lo tanto podemos interpretar que
los compuestos detectados en ambas regiones de la célula (paredes y vacuolas)

presentan un comportamiento similar.
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Ademéas de esto, en ambas extracciones se detectaron sefales de absorbancia en
el rango 200- 300nm que a pesar de ser poco intensas permite observar
absorbancia en los 3 rangos de la UVR (UVA, UVB y UVC), observamos que la
sefiales mas intensas se obtuvieron en el analisis correspondiente a la segunda
extraccion aunque se aprecia un mayor solapamiento de sefales en el gréfico
correspondiente (17.2 b), por lo tanto podemos interpretar que en las paredes y
vacuolas celulares existen compuestos sensibles a la radiacion UV incidente (UVA
y UVB) y no incidente (UVC).

Considerando lo antes expuesto, podemos plantear la posibilidad de que la
radiacién incidente ejerza alguna influencia en la concentracion de los compuestos
detectados, debido a su sensibilidad ante las longitudes de onda incidente en los
tejidos de la planta, estos compuestos cumplan un papel foto-protector en la
planta, degradandose para consumir la energia de dichas longitudes de onda,
evitando dafos a los tejidos de la planta, quien a su vez se encontraria estimulada
para efectuar una mayor produccion de estos compuestos degradados,
conduciendo a un incremento en la concentracion en funcion del incremento en la

incidencia de la radiacion UV.

Por otra parte, es importante mencionar que las caracteristicas observadas en las
muestras de H. integrifolium recolectadas en el area de sombra diferian de las
observadas en las muestras de H. integrifolium correspondiente al area soleada,
ya que este ultimo se observaba de un color verde claro a intenso en la mayor
parte de la planta, mientras que las muestras de H. integrifolium recolectadas en el
area de sombra se observaba verde en algunas zonas (mayormente en las puntas
0 apices y en el centro o tallo de la planta) pero predominaba un color marrén en
la base de las hojas (predominando en la regién cercana a la raiz de la planta),
considerando esto y los resultados obtenidos podemos interpretar que
probablemente los pigmentos presentes en la planta (que no fueron separados o
extraidos y evaluados durante la realizacion de esta investigacion) también
presenten un importante rol foto-protector dadas las condiciones de exposicion a

niveles de radiacion UV elevados
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3.3Determinacién de la absorbancia de los extractos provenientes de las vacuolas

celulares de F. brasiliensis recolectadas en areas que presentan incidencia

directa o parcial de la radiacion solar. Comparacion de los resultados de

absorbancia obtenidos al analizar el producto de las extracciones realizadas a

F. brasiliensis.
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Figura 18.1 Absorbancia de los compuestos extraidos de (a) las vacuolas
celulares (b) paredes celulares; en las muestras de F. brasiliensis.(c) compuesto
A.

Observando la figura 18.1 (a) podemos apreciar la tendencia de las sefales
correspondientes a la absorbancia detectada al analizar el producto extraccion en
las vacuolas presentes en las células de F. brasiliensis procedentes de las
muestras recolectadas en las diferentes areas de estudio, se observa que la
mayor intensidad de absorbancia es presentada por la curva que representa el
area soleada, de forma similar al comportamiento observado en la figura 18.1 (b)
correspondiente a los compuestos obtenidos en la primera extraccion. Sin
embargo, este comportamiento difiere de los compuestos que se lograron separar
mediante CCF (figura 18.1 c). Del mismo modo podemos observar en la figura
18.1 (a) como en las longitudes de onda superiores a los 250nm fueron detectados
valores de absorbancia que presentan una mayor intensidad respecto a las
sefales detectadas al analizar el producto de extraccion 1, esto nos sugiere que a
nivel intra-celular se logro extraer una mayor proporcion de compuestos sensibles
a la radiacion UVB y UVA. Lo antes expuesto nos lleva a cuestionarnos sobre esta
apreciable diferencia, que podria estar motivada por diferencias asociadas a las
caracteristicas del sistema metabdlico de la planta o tal vez a la posibilidad de que
la planta presente otros compuestos UV-sensibles que no logramos extraer

mediante la metodologia y solventes empleados.

4 Comparacion entre los resultados obtenidos en la determinacién de
absorbancia en realizada al producto de la extraccion 2 correspondiente a

las vacuolas celulares de F. brasiliensis y H. integrifolium.
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Figura 18.2 Determinacion de absorbancia de los compuestos extraidos de las
vacuolas celulares de los bridfitos seleccionados en las diferentes areas de
estudio (a) F. brasiliensis (b) H. integrifolium.

Por otra parte, si comparamos los resultados obtenidos al analizar los extractos
procedentes de las vacuolas celulares de F. brasiliensis y H. integrifolium (ver
figura 18.2 ay b) podemos observar que existe similitud en la tendencia apreciada
en el rango 200- 250nm (longitudes de onda que pertenecen al rango de UVC).
Esto puede ser un indicativo de que los compuestos que detectados para ambas
especies presentan los mismos grupos funcionales y que podria existir la
posibilidad de que sinteticen compuestos similares o compuestos que pertenezcan

a la misma familia.

Si comparamos la tendencia de las sefiales detectadas para ambas especies en
longitudes de onda superiores a los 250nm encontramos notables diferencias en
intensidad y comportamiento de la curva representada, esto nos indica que los
compuestos que absorben estas longitudes de onda detectados para F.
brasiliensis probablemente presentan caracteristicas quimicas considerablemente
diferentes a los que podemos encontrar en H. integrifolium y que la concentracion
de los compuestos detectados en este Ultimo probablemente es inferior a la

concentracion de los compuestos que detectamos para F. brasiliensis.
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5 Determinacién de la absorbancia de los extractos provenientes de la
especie de liquen U. laevis recolectada en é&reas que presentan

incidencia directa o parcial de la radiacion solar.

A continuacion presentaremos los resultados obtenidos en la extraccion aplicada a
las muestras de U. laevis recolectadas en las diferentes areas de estudio
seleccionadas. Previamente, es necesario hacer referencia a la diferencia en
metodologia aplicada para las muestras de las 3 especies seleccionadas en el
presente trabajo de investigacion, como se ha mencionado con anterioridad las
especies H. integrifolium y F. brasiliensis son plantas no vasculares conocidas
como briofitos, mientras que la especie U. laevis en un liquen, esta diferencia entre
los organismos seleccionados implica diferencias en las caracteristicas
morfoldgicas, quimicas e incluso celulares, de modo que los tejidos de los bridfitos
son diferentes a los del liquen, por esta razébn no es posible hacer una
diferenciacion entre pared y vacuolas celulares para los liquenes, debido a que los
tejidos de dichos organismos son estructuralmente diferentes a los tejidos que

presentan los briéfitos.

Una vez aclarado esto, procedemos a presentar los resultados obtenidos en la

extraccion L1 efectuada a las muestras recolectadas de U. laevis.
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Figura 19. 1 Absorbancia de (a) Compuestos extraidos de las muestras de U.
laevis (b) acido usnico separado mediante cromatografia de capa fina para las

muestras de U. laevis.

Como podemos apreciar en la figura 19.1 (a) que contiene las representacion de
absorbancia en funcién de longitudes de onda, obtenida al analizar el extracto L1
correspondiente a la totalidad de los compuestos extraidos de los tejidos de la

especie U. laevis encontramos una serie de sefiales de gran intensidad, que se
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encuentran solapadas y cubren todo el rango de longitudes de onda que incluye
parte de la UVR proveniente del sol, incidente (UVB) y no incidente (UVC) en la
superficie de la tierra, la mayor intensidad en absorbancia se observa en la
longitud de onda de 215nm incluida en el rango de UVC.

Comparando la tendencia que sigue la intensidad de las sefales detectadas para
la totalidad de los compuestos extraidos (figura 19.1 a) y las sefiales detectadas
para el &cido Usnico, encontramos que la tendencia de intensidad para las areas
de estudio, es inversa, es decir que para el acido Usnico, la mayor absorbancia se
encuentra en la zona de estudio de sombra, mientras que para la totalidad de los
compuestos extraidos, la mayor absorbancia se encuentra en el area soleada,
esto nos permite interpretar que en la totalidad de los compuestos extraidos
posiblemente podriamos encontrar alguno o0 algunos compuestos, cuya
concentracion se encuentre influenciada significativamente por la diferencia de
radiacion que existe entre ambas areas de estudio, pero que ese no es el caso del

acido usnico.

Seguidamente nos concentramos en la intensidad de las sefiales de cada una de
las areas de estudio, encontrando una mayor absorbancia en el area de sombra,
lo cual sugiere mayores concentraciones del compuesto en los tejidos de las
especies a los organismos de este estadio. Esto nos lleva a pensar que el
compuesto se acumula en una mayor proporcién en los tejidos debido a una
menor incidencia de la radiacién sobre estos (mientras menor sea la incidencia de
la radiacion solar en los tejidos del liquen, menor sera la probabilidad de que el
compuesto presente en los tejidos sea expuesta a la radiaciéon UV proveniente del
sol) y que del mismo modo la produccion de este compuesto por parte del liquen
probablemente no esté directamente vinculada con los niveles de radiacién UV y
gue sean las vias de sintesis metabdlicas las que determinan la concentracion de

este compuesto en presente en los tejidos de U. laevis
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5.1 Analisis de las sefales obtenidas luego de efectuar la separacion de
compuestos extraidos de la especie U. laevis mediante CCF

Para esta especie evaluamos la absorbancia del acido Usnico (Cig Hig O7) en
ambas areas de estudio (ver figura 19.1 b), en el grafico pueden apreciarse 2
sefales de gran intensidad, mayor absorbancia corresponde al rango 200-250nm.
y presenta una forma ancha, las sefales detectadas para estas longitudes de
onda reflejan la absorbancia de los grupos funcionales OH™ enlazados a los anillos
aromaticos, comunmente estas sefiales se encuentran entre longitudes de onda
cercanas a 210 nm, incrementando su absorbancia de acuerdo a su entorno
guimico, es decir la cantidad de grupos funcionales que también estén enlazados
al mismo anillo aromatico, ademas de la posicion que ocupen los demas
sustituyentes, en estas longitudes de onda también se reflejan las transiciones
electronicas que ocurren en los anillos aromaticos, otro de los grupos funcionales
reflejado en la figura, en el enlace correspondiente al grupo cetona presente en la
estructura y responsable del segundo maximo de absorbancia que se aprecia en

la figura concentrado en las longitudes de onda cercanas a los 270nm.

5.2 Correlacion entre la masa y absorbancia en al producto de la

extraccion realizada a la especie U. laevis.

Por otra parte, es necesario hacer referencia a la correlacién efectuada entre la
masa de las réplicas elaboradas y la absorbancia detectada para cada una de
ellas (ver anexo 4) en las diferentes areas de estudio y que se aprecian en la
figura 19.2 (a) y (b), en la misma se evidencia la poca correlacién detectada entre
la masa y la absorbancia correspondiente a cada réplica, esto probablemente se
ve influenciado por la baja concentracion que se esperaba obtener para cada

muestra segun lo reportado por Marcano et al., 1999, puesto que segun esta
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publicacién deberiamos esperar que el &cido Usnico represente el 2,7 a 3,4% del

peso total de la muestra y posiblemente la variabilidad que incluye este intervalo

resulta muy amplia considerando los valores tan pequefios a los que corresponden

las masas de cada una de las réplicas pesadas.

(a)

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Absorbanciaa 205 nm

y=0,007x + 0,317

R?2=0,4197
4
* i
¢ Sombra
¢ L 2
—— Lineal
(Sombra)
0 50
Peso (mg)

(b)

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

Absorbanciaa 205 nm

y=0,0015x + 0,4067
R?=

© @

‘_/J_

4

50
Peso (mg)

0,0116

¢ Sol

——Lineal

(Sol)

Figura 19.2. Correlacion absorbancia vs peso de muestra en el maximo de

absorbancia (215 nm) (a) area de sombra. (b) area soleada.

5.3 Comparacion entre la absorbancia de la totalidad de los compuestos

extraidos de las vacuolas celulares de F. brasiliensis. H. integrifolium y

de los tejidos de U. laevis
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Figura 20. Comparacion entre la absorbancia de la totalidad de los compuestos
extraidos de (a) las vacuolas celulares de F. brasiliensis. (b) H. integrifolium y de

los tejidos de (c) U. laevis

Comparando los resultados obtenidos para esta especie y los briéfitos, como se
aprecia en la figura 20, podemos observar que para U. laevis detectamos una
absorbancia considerable en el rango UVB (figura 20 c) a diferencia de la
tendencia presentada en los resultados correspondientes a los briofitos, que
presentaron una mayor absorbancia en el rango UVC y escasa absorbancia en el
rango UVB. Por esta razén podriamos pensar que resulta de mayor utilidad
considerar la posibilidad de emplear la especie U. laevis como un indicador de los
niveles de radiacién incidentes, considerando la tendencia que se aprecia en la
figura 20 (c), las curvas correspondientes a las 2 areas de estudio presentan la

misma tendencia pero se observan variaciones en la intensidad de las sefiales,
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encontramos que las sefiales que se observan entre las longitudes de onda de

250 a 300 nm. exhiben una marcada diferencia de intensidad, siendo la mayor

intensidad perteneciente a la representacion de absorbancia de los compuestos

extraidos de las muestras recolectadas en el area soleada. Lo antes expuesto nos

lleva a plantearnos la posibilidad de que para estos compuestos probablemente la

radiacién incidente ejerza algun papel influyente en la produccién de estos

compuestos.

Por otra parte, tomando en cuenta el punto de vista metodoldgico resulta mas

sencillo emplear la especie de liguen seleccionada para la obtencion de

compuestos sensibles radiacion correspondiente al rango UVB.

6. Comparacion de

los

resultados de absorbancia obtenidos en

extracciones realizadas para H.

las

integrifolium y F. brasiliensis con

resultados de absorbancia de compuestos extraidos de especies de

liguenes diferentes a U. laevis.
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Figura 21.1 Espectro de absorcion del extracto total en el rango UVC y UVB
de liguenes potencialmente vulnerables de las zonas glaciales y nevadas del
Parque Nacional Sierra Nevada de Mérida. (a)Lecanora sp. (b)Physia sp.
(c)Protoblastemia sp. (d)Verrucaria sp. (Tomado de Marcano et al.,2010)

Analizando la figura 21.1 podemos observar que en todos los casos el extracto
obtenido para las especies, presentan un conjunto de sefales, entre las cuales
destaca una sefial aguda situada en longitudes de onda correspondiente al rango
UVC que se caracteriza por presentar el mayor valor de absorbancia en el rango
de longitudes de onda representado, ademas de esto es importante mencionar
gue en los graficos representados en la figura corresponden a extractos totales en
acetona y considerando que en los tejidos de los liquenes podemos encontrar
compuestos fendlicos (Buffoni et al., 2002; Cordova 1975) y probablemente estas

sefales observadas estén asociadas a los mismos.

Con esto en mente, si observamos los resultados obtenidos para las extracciones
realizadas a las muestras de briéfitos, podemos apreciar que en todos los graficos
esta presente una sefiales muy similares (ver figura 21.2) pero que a diferencia de
las sefiales procedentes de liquenes, estas no se encuentran acompafadas por
ninguna otra sefal de elevada intensidad. En este sentido surge la inquietud ante
la posibilidad de la existencia de otras sefiales a longitudes de onda mayores, que
presenten una intensidad tan baja que no puedan ser detectados por el equipo
espectrofotometro UV, hecho que podria esperarse, considerando las bajas

concentraciones de las soluciones analizadas.
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Figura 21.2 Comparacion de los resultados de absorbancia obtenidos para H.

integrifolium y F. brasiliensis. (a)E1 de H. integrifolium (b) E1S de H. integrifolium




(c) E2 de H. integrifolium (d) E1 de F. brasiliensis. (e) E1S de F. brasiliensis. (f) E2
de F. brasiliensis.

Luego de observar los resultados obtenidos para las especies de briodfitos en las 2
extracciones y definir el rango de longitudes de onda en el que se detectd
absorbancia para los compuestos extraidos (correspondiente al rango UVC), es
posible considerar que probablemente el mecanismo fotoprotector de estas
plantas ante la radiacién UV incidente en sistema natural del cual forman parte,
este constituido por compuestos fendlicos como lo son algunos pigmentos y
flavonoides que se encuentran en sus tejidos, en este sentido resulta de gran
importancia destacar una de las caracteristicas observadas en campo,
particularmente en la coloracion presentada por la especie de musgo recolectada,

tal y como antes se menciond.

Es importante destacar que al igual que algunos liquenes como los referidos en la
figura 21, las especies de briofitos empleadas en este trabajo de investigacion
presentaron absorbancia en el rango UVC, capacidad que podria ser aprovechada
para futuras investigaciones en otros ambitos, como es el caso del
aprovechamiento de esta capacidad protectora de los liquenes para filtrar la UVC
no incidente en la Tierra, pero existente fuera de la atmodsfera de nuestro planeta,

para su uso en investigaciones espaciales.

7. Comparacion de los resultados de absorbancia obtenidos en las
extracciones realizadas para H. integrifolium y F. brasiliensis con
resultados de absorbancia de compuestos extraidos de la especie

Jungermannia excertifolia. recolectada y estudiada en La Rioja, Espafia.

69



A 50 EE ]
1 g8
25
z
= 4 240
T 20 ‘ 1 .I'(\ 2
E Std I~ o
5 15 |
220 e now
]
]
2 II 8 = a
g % | J U L i 3
2 | |
* . —_/ﬂ\-'l WL PRV LT T S B
20 20 3ap =80 30 280 am -1

- i : : i i Wanalangth {nm} Wavslangth [1m]
B =0

s 4
=3 ElL] =t
T o0 7 284
E’ l\ Sud 2
= 15 o &8 ri
= \
g 10 -| I

230 280 330 320 30 280 am 380

E s P J Wanalangth {nm] Wavslength [im]
2 il | |

o L - I a—

5

Retenton time {min)

Figura 22. Cromatogramas representativos (unidades de miliabsorbancia vs
tiempo de retencidén) de los compuestos (A) extraidos en metanol, (B) extraidos
mediante digestion alcalina a la especie Jungermannia excertifolia subsp.
Cordifolia. Compuestos separados 1, acido p-coumaroylmalico; 2, acido fasélico;
3, acido feruloylmalico; 4, acido 5”-(7”,8”-dihydroxycoumaroyl)-2-caffeoylmalico; 5,
acido 5"-(77,8”-dihydroxy-7-O-B-glucosyl-coumaroyl)-2-caffeoylmalico; 6, acido p-
coumarico; and 7, acido feralico. Espectro de absorcion representativa (Tomado
de Fabon et al., 2010).

Al observar los resultados de los andlisis como los que se observan en la figura
22, realizados a otras especies de briofitos correspondientes a compuestos
separados y compararlos con resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigacion, encontramos grandes diferencias en el comportamiento de
absorbancia de los compuestos detectados para las especies seleccionadas,
especificamente en el rango de absorbancia de los compuestos, de modo que nos
planteamos la posibilidad de que los compuestos detectados para H. integrifolium
y F. bralisiensis presenten caracteristicas quimicas considerablemente diferentes
a las presentadas por la especie de hepatica Jungermannia,(fabén, 2010; Nufiez

2009) esto probablemente podria ser a causa de que esta Ultima es un briofito

70



acuatico, mientras que la H. integrifolium es una especie saxicola y F. brasiliensis
es una especie epifita, de modo que estas se encuentran directamente expuestas
a la radiacion solar, mientras que la especie Jungermannia se encuentra protegida
hasta cierto punto por una columna de agua, por esta razén seria probable que
esta especie desarrollara un sistema foto-protector adaptado a las condiciones del
medio en el cual se desarrollan (condiciones de incidencia indirecta o parcial de la
radiacién solar). Ademéas de lo antes expuesto es necesario considerar que el
presente estudio fue realizado en paramo andino venezolano, la situacion
geogréfica de nuestro pais genera condiciones climaticas y caracteristicas en el
sistema natural que difieren de las condiciones y caracteristicas del lugar donde se
realizaron los estudios a la especie Jungermannia. es importante mencionar que
factores como la altitud de la zona de estudio y la latitud geografica, inciden en la

intensidad de la radiacion solar que reciben los organismos estudiados.

8. Andlisis y comparacion entre los valores de esclerofilia detectados para H.

integrifolium y F. brasiliensis.

] indice de

Area de|esclerofilia | Desviacion
Briofito estudio (g/cm?) estandar.

Sol 0,0059 0,0027

H. integrifolium

Sombra 0,0068 0,0033
H. integrifolium

Sol 0,0033 0,0007
F. brasiliensis

Sombra 0,0034 0,0010

F. brasiliensis

Tabla 2. indices de esclerofilia.
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En la tabla 2 podemos observar los valores calculados para el indice de
esclerofilia en las especies de briofitos recolectadas, estos presentan diferencias
poco significativas entre si (para ambas especies). Tomando en cuenta que este
valor nos proporciona un indicativo de la calidad quimica o contenido de
compuestos en la especie analizada y observando los resultados obtenidos en las
extracciones realizadas encontramos que no todos los compuestos siguen una
misma tendencia, por esta razén se hace necesario considerar que al determinar
el indice de esclerofilia no tenemos la posibilidad de asociarlo en forma directa a
un grupo de compuestos especificos, ya que esto es indicativo de la calidad
quimica de la planta de un modo general, de modo que se considera la totalidad
de compuestos presentes, en este sentido podemos interpretar que
probablemente en las especies estén presentes una variedad de compuestos
ademas de los extraidos, que influyen en mayor proporcion en los valores

obtenidos para el indice de esclerofillia.
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CONCLUSIONES

A partir del musgo de la especie H.integrifolium fueron extraidos compuestos
sensibles a la radiacion UV en los diferentes rangos (UVA, UVB y UVC). El
maximo de absorbancia de los compuestos extraidos de las paredes celulares
y las vacuolas se presenta en el rango UVC.

La Hepatica F. brasiliensis a diferencia del musgo, contiene en sus paredes
celulares y vacuolas compuestos mayormente sensibles al rango UVC y poco
sensibles a las longitudes de onda incidentes en la superficie terrestre (UVB y
UVA).

Las especies de H.integrifolium y F. brasiliensis seleccionadas presentan
algunos compuestos cuya concentracion parece estar influenciada de alguna
forma por la incidencia de la radiacion UV, favoreciendo en algunos casos la
degradacion del compuesto y en otros casos su acumulacion.

Los compuestos extraidos en la pared celular de F. brasiliensis presentan muy
poca actividad fotoprotectora, debido a que su absorbancia en el rango de
longitudes de onda UVB y UVA es poco apreciable y por tanto su sensibilidad a
estas longitudes de onda.

El acido usnico presente en el liguen Usnea laevis presenta una mayor
intensidad y rango de absorbancia en el intervalo UV que los compuestos
separados para las especies H. integrifolium y F. brasiliensis.

El comportamiento de la absorbancia que presentan los compuestos presentes
en las paredes celulares de H. integrifolium en las dos areas estudiadas (area
de sombra y area soleada) es inverso al comportamiento de la absorbancia
presentada por el acido Usnico extraido de Usnea laevis, por lo que
interpretamos que la radiaciéon UV incidente genera en H. integrifolium. un
efecto contrario al que produce en el acido usnico.

El indice de esclerofilia es un parametro insuficiente para discriminar entre los
compuestos presentes en los tejidos de los bridfitos pero nos ayuda a ilustrar
gue existen otros compuestos, ademas de los detectados que influyen en una
proporcién mayor sobre los valores obtenidos para la relacién entre el peso de

la planta y su volumen.
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RECOMENDACIONES.

Los resultados obtenidos para los compuestos separados ilustran la capacidad
UVC-protectora que presentan H. integrifolium y F. brasiliensis, por lo cual
podria considerarse la utilidad de estas especies en la realizacion de estudios
en condiciones donde influya la radiacién UVC.

Considerar el estudio de las especies para cuantificacion e identificacion de los
compuestos separados para H. integrifolium y F. brasiliensis, empleando las
técnicas analiticas como HPLC y RMN,

Estudiar las especies de bridfitos seleccionadas para este trabajo de
investigacion en zonas que presenten alturas diferentes, lo cual implica
diferencias en la radiacion incidente y comparar los resultados que se
obtengan en los diferentes lugares con el fin de establecer si existen
variaciones en la acumulacion de los compuestos UV sensibles por parte de

dichas especies.

Realizar pruebas con diferentes mezclas de solventes con la finalidad de lograr
la diferenciacion e identificacion de todos los compuestos obtenidos mediante
las diferentes extracciones realizadas a las especies seleccionadas para el

presente trabajo de investigacion.

Realizar investigaciones como la presente empleando diversas especies de
briofitos propias de la region del Paramo de los Andes Venezolanos, para
determinar cuéles especies presentan mayor acumulacion de compuestos

sensibles a la radiacion UV.
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Apéndice 1. Gréficas de absorbancia

Anexo 1. Resultados obtenidos en la determinacién de absorbancia para los

compuestos separados mediante CCF, en muestras de H. integrifolium que crecen

en las &reas de estudio. (a) area soleada (b) area de sombra.
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Anexo 2.1 Absorbancia determinada para los compuestos separados mediante

CCF a los extractos E1 (pared celular) de la especie F. brasiliensis recolectada en

el area soleada (a) compuesto A. (b) compuesto B. (c) compuesto C. (d)

compuesto D. (e) compuesto E.
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Anexo 2.2 Absorbancia determinada para los compuestos separados mediante

CCF a los extractos E1 (pared celular) de la especie F. brasiliensis recolectada en

el area de sombra (a) compuesto A. (b) compuesto B. (c) compuesto C. (d)

compuesto D. (e) compuesto E.
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Absorbancia
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Anexo 3.1 Resultados obtenidos en la determinacion de absorbancia para los

compuestos extraidos de las vacuolas celulares de H. integrifolium que crecen en

(a) area soleada (b) area de sombra
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Anexo 3.2 Resultados obtenidos en la determinacion de absorbancia para los

compuestos extraidos de las vacuolas celulares de F. brasiliensis que crecen en

(a) area soleada (b) area de sombra
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Anexo 4 Resultados obtenidos en la determinacién de absorbancia para los
compuestos extraidos de los tejidos de la especie U. laevis.
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Absorbancia
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