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Desempeio de humedales construidos a escala piloto para el tratamiento de agua residual
urbana utilizando Cyperus giganteus y Typha domingensis. El vertido de aguas residuales de
origen industrial y urbano sin previo tratamiento es un problema creciente en el Paraguay. La
busqueda de tecnologias para disminuir los impactos ambientales generados por esta proble-
matica se constituye un area de interés en los Ultimos tiempos. La fitorremediacién es una alterna-
tiva de remediacion que propone la aplicacion de humedales artificiales o construidos, donde un
complejo sistema constituido por plantas, microorganismos y sustrato actia en conjunto para remo-
ver los contaminantes. El objetivo del presente trabajo fue describir el desempefio y la eficiencia
de dos macrdfitas en humedales construidos tipo flujo subsuperficial horizontal para el tratamiento
de aguas residuales urbanas en la ciudad de San Lorenzo, Paraguay. Como tratamiento primario
se utilizé un tanque séptico, seguido de dos humedales, una con Cyperus giganteus (CG), y otra
con Typha domingensis (TD). Los resultados de los analisis de las aguas muestran que ambos hu-
medales construidos a escala piloto resultaron ser efectivas para el tratamiento empleado demos-
trando una reduccién importante para cada parametro estudiado respecto a la entrada al sistema.
La remocioén (%) de nitrégeno amoniacal fue de 42% (CG) y 65% (TD); para fésforo total fue de
45% (CG) y 58% (TD), la demanda bioquimica de oxigeno 64% (CG) y 81% (TD), mientras que
para la demanda quimica de oxigeno la eficiencia fue de 40% (CG) y 61% (TD) respectivamente.
Palabras clave: agua residual urbana, biorremediacion, heléfitas

Performance of wetlands constructed on a pilot scale for the treatment of urban wastewater
using Cyperus giganteus and Typha domingensis. The discharge of industrial and urban
wastewater without prior treatment is a growing problem in Paraguay. The search of technologies
to reduce the environmental impacts generated by this problem, is an area of interest in recent
times. Phytoremediation is a remediation alternative that proposes the application of artificial or
constructed wetlands where a complex system of plants, microorganisms, and substrate act toge-
ther to remove contaminants. The objective of this work was to describe the performance and effi-
ciency of two macrophytes in constructed wetlands of horizontal subsurface flow for the treatment
of urban wastewater in the city of San Lorenzo. A septic tank was used as primary treatment,
followed by two wetlands, one with Cyperus giganteus and other with Typha dominguensis. The re-
sults of water analyzes show that both wetlands built at pilot scale proved to be effective for the
treatment used, demonstrating a significant reduction for each parameter studied with respect to
the entrance to the system. The removal (%) of ammoniacal nitrogen was 42% (CG) and 65% (TD);
for total phosphorus it was 45% (CG) and 58% (TD), the biochemical oxygen demand was 64%
(CG) and 81% (TD), while for chemical oxygen demand efficiency it was 40% (GC) and 61% (TD),
respectively.

Keywords: Urban wastewater, bioremediation, helophytes
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INTRODUCCION

El vertido de aguas residuales de origen
industrial y urbano sin previo tratamiento
se constituye en un problema creciente en
paises como el Paraguay. Su consecuencia
inmediata es la liberacion de compuestos
quimicos y materia orgénica en concen-
traciones elevadas deteriorando los cuer-
pos de aguas con graves efectos ambien-
tales (Salas Duenas, 2015; Silvero &
Kunze, 2013). Las aguas residuales deben
cumplir con ciertos requerimientos y estan-
dares legales antes de su vertido, preci-
sando para ello algun tipo de tratamiento.
El tratamiento necesario, depende en gran
medida de la composicion y calidad del
agua que se desea obtener. El tratamiento
puede realizarse por diversos procesos
fisicoquimicos y biolégicos. Dentro de
estos ultimos destacan los métodos que
emulan procesos naturales, constituyendo-
se los mismos en alternativas de tratamien-
to de aguas residuales eficaces y exten-
samente recomendadas (Arias & Brix,
2003).

La fitorremediacion consiste en la
utilizacion de plantas y los microorganis-
mos que habitan en el sistema radical, para
la limpieza de ambientes contaminados. Es
una alternativa ecoldgica comparada con
los métodos convencionales de tratamiento
(Sanchez Yaifiez, 2011). Una de las
tecnologias fitorremediadoras se consigue
mediante la aplicacion de humedales
artificiales o construidos (HC). Son siste-
mas biogeoquimicos disefiados que imitan
el humedal natural en el proceso de reme-
diacion, donde un complejo sistema de
plantas, microorganismos y sustrato del
suelo actuan en conjunto para tratar las
aguas residuales. Los humedales han sido
reconocidos en todo el mundo como un

método rentable para tratar aguas resi-
duales de fuentes domésticas e industriales,
escorrentias de aguas pluviales de carre-
teras, drenajes de minas de carbon, dese-
chos agricolas y lixiviados de vertedero
(Vymazal, 2010).

Existen dos tipos de sistemas de
humedales construidos utilizados para el
tratamiento de agua residual en las que el
flujo de agua es horizontal, los denomi-
nados humedales de flujo libre (HFL) y los
sistemas de flujo subsuperficial (HFSS)
(Morales, Lopez, Vera, & Vidal, 2013).
Los HFSS proponen el uso de macrofitas
enraizadas sobre un lecho so6lido imper-
meabilizado. Estos sistemas se caracte-
rizan porque la lamina de agua no es visi-
ble, y el flujo atraviesa el lecho relleno con
arena, grava o suelo, donde crecen las
plantas, que solo tienen las raices y rizomas
en contacto con el agua (Metcalf & Eddy,
1998). Los humedales HFSS deben ser
construidos con una leve pendiente en el
fondo, pero manteniendo en lo posible con-
diciones hidréaulicas de flujo laminar. Los
lechos deben ser aislados del suelo subya-
cente para evitar la contaminacion de sue-
los y de las aguas subterraneas, la profun-
didad de los lechos no suele superar los
0,60 metros (Arias & Brix, 2003).

El papel de la vegetacion en los hume-
dales esta determinado fundamentalmente
por las raices y rizomas enterrados, tienen
la capacidad de transferir oxigeno a través
de sus tejidos internos desde la atmdsfera
hasta la parte subterranea (Garcia Serrano
& Corzo Hernandez, 2008). Dos plantas
palustres con capacidad de ser utilizadas en
los humedales construidos son Cyperus
giganteus 'y Typha domingensis. La prime-
ra es comunmente conocida por su nombre
verndculo en Guarani como “piri”, se ca-
racteriza por ser perenne, acuatica y con
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raiz fija al lecho, posee grandes rizomas y
espigas cilindricas. Estas plantas confor-
man asociaciones en las comunidades
acuaticas conocidas como pirizales
(Mereles, 2004). T. domingensis es una es-
pecie comunmente encontrada en hume-
dales naturales de ambas regiones del Pa-
raguay, conocida de forma vernacula como
“totora”. Esta ultima es una de las
macroéfitas acuaticas mas comiunmente uti-
lizadas en sistemas de humedales cons-

truidos junto a Typha angustifolia,
Phragmites  australis, Schoenoplectus
californicus 'y  Scirupus —americanus,

(Morales et al., 2013). T. domingensis ha
mostrado ser efectiva como cultivo mono-
especifico en humedales construidos para
el tratamiento terciario de afino de efluente
de la industria metalurgica (Alarcon,
Zurita, Lara-Borrero, & Vidal, 2018);
efluentes cloacales e industriales (Kadlec
& Wallace, 2009; Vymazal, 2010) y para
el tratamiento de lodos (Magri, Gorrezen,
Francisco, & Sezerino, 2016)

En la literatura se registran pocos
antecedentes con C. giganteus. Los inves-
tigadores Travaini-Lima, Andreia, Silva, &
Sipatuba-Tavares (2015), estudiaron la ca-
pacidad de remocion de metales con C.
giganteus, T. domingensis y E. crassipes
en aguas de acuacultura y agricultura de
regiones tropicales. Ellos encontraron que
C. giganteus presentd buena capacidad de
formacion de biomasa incluso en época
seca, pero arrojo los menores niveles de
remocidén en comparaciéon con las dos
plantas, y recomiendan a 7. domingensis y
E. crassipes para remocion de metales. En
general en humedales construidos las
especies mas utilizadas dentro del género
Cyperus son Cyperus ligularis y Cyperus
alternifolia y Cyperus papyrus (Alarcon et
al.,, 2018; da Silva, Reis, Medeiros,

Oliveira, & Gouveia, 2009; Pelissari et al.,
2017)

El objetivo del presente trabajo fue
describir el desempefio y eficiencia en la
remocion de dos macrofitas en humedales
construidos tipo flujo subsuperficial
horizontal (FSSH), para el tratamiento de
aguas residuales urbanas de la ciudad de
San Lorenzo-Paraguay, utilizando C.
giganteus y T. domingensis.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

Los humedales a escala piloto se
construyeron en el predio de la Estacion de
Tratamiento de Aguas Residuales de la
Ciudad de San Lorenzo perteneciente a la
Empresa de Servicios Sanitarios del Para-
guay (ESSAP S.A). La planta de trata-
miento esta en el limite del barrio Santa
Maria, a unos cincuenta metros del Arroyo
San Lorenzo, con las coordenadas
25°19°41.5” Sy 57°29°25.1” W.

Disefio y construccion de los humedales
piloto

Para el disefio se siguieron las
propuestas establecidas por varios autores
(Alarcon et al., 2018; Delgadillo,
Camacho, Pérez, & Andrade, 2010; EPA,
1993), asumiendo el criterio de la desnitri-
ficacion. Se supuso comportamiento de un
reactor de flujo ideal en piston, y que el
contaminante se degrada siguiendo mode-
los cinéticos de primer orden (Ecuacion 1).

Ce 1
E=exp(—KT><t) M
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Q xIn (g—xz) .

S:KTnyn

El area superficial (As) se determind
segun la ecuacion (2), donde Q es el caudal
promedio del humedal en m* d™!, Cne y Cno
la concentracion de nitratos en el efluente
y afluente respectivamente; Kr, la constan-
te de reaccion de primer orden dependiente
de la temperatura (d'); ¢ el tiempo de
retencion hidraulico; y, la profundidad de
agua en el humedal; n, la porosidad del
medio. El tiempo de retenciéon hidraulico
(TRH) fue calculado utilizando la siguiente
ecuacion:

Asxyxn 3)

TRH =
Q

El dimensionado hidraulico permitio
determinar el largo y ancho una vez cono-
cida As. Los valores asumidos fueron los
siguientes: pendiente (p)=0,03 % decimal;
n=0,45% decimal; h=0,6 m y relacion
largo: ancho de 3:1 y profundidad del lecho
de grava de 0,35 m. Las dimensiones fina-
les de cada humedal fueron obtenidas al
aplicar las ecuaciones (2) y (3) quedaron
en: As=12m? Lxa=6x2 m y TRH del
sistema de 2,03 d. En la Tabla 1 se resumen
las condiciones de operacion de los hume-
dales durante el estudio.

Se construyeron dos humedales, el
primero para C. giganteus (CG), el segin-
do para T. domingensis (TD). Para el efecto
el suelo fue excavado, nivelado y poste-
riormente impermeabilizado con un
material aislante de polietileno de 250um
de espesor. Cada humedal contaba con una

Tabla 1. Condiciones de operacion de los
humedales construidos

Condiciones de operacion Valor
Duracion, meses 3
Temperatura del aire, °C 24
Caudal, m? d’! 1
Carga orgéanica, g DQO m d! 22
Carga hidraulica, mm d! 83

zona de entrada y otra de salida, cada una
con 1m de longitud. Como medio granular
se utilizo6 arenisca de 3-5 cm en la zona con
plantas, y de 7-10 cm de diametro en las
zonas de entrada y salida (Fig. 1). El agua
residual fue propulsada hasta el tanque con
una bomba sumergible portatil para agua
sucia de 0,5 Hp marca PEDROLLO (TOP
2), de capacidad maxima de 10 m® h'. El
efluente crudo que ingresa al sistema
recibi6 un tratamiento preliminar en un
tanque séptico (TS, P1). De esta ultima el
agua pasa a los humedales dispuestos en
paralelo CG (P2) y TD (P3).

Los ejemplares de C. giganteus 'y de T.
domingensis fueron colectados de la zona
de humedales del Lago Ypacarai, y poste-
riormente fueron trasladadas al lugar de es-
tudio y aclimatadas por 30 dias antes del
inicio del monitoreo. La identificacion ta-
xonomica fue realizada en el Laboratorio
de Recursos Vegetales de la FACEN.
Fueron depositados originales de cada es-
pecie en el herbario perteneciente al men-
cionado laboratorio. C. giganteus (G.
Duré & C. Vogt, 01) y T. domingensis (G.
Duré & C. Vogt, 02)

Parametros
biologicos
Se tomaron diez muestras simples del
efluente de cada humedal en un periodo de
tres meses, comprendido entre diciembre
de 2015 y febrero de 2016, durante la esta-

fisicoquimicos y micro-
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Figura 1. Humedales construidos. (A) Aspecto de los humedales, en primer plano C. giganteus.
(B) Aspecto de los humedales a los 70 dias con la celda 7. domingensis en primer plano.

cion de verano. Los andlisis fisicoquimicos
se determinaron en el Laboratorio de
Efluentes de la ESSAP, estos son: nitrd-
geno amoniacal (N-NH4"), fosforo total (P-
total), demanda biologica de oxigeno a los
cinco dias (DBO), y demanda quimica de
oxigeno (DQO). Los analisis se determi-
naron siguiendo las especificaciones de
APHA (1998). Otros parametros como
temperatura, pH, oxigeno disuelto (OD)
fueron determinados in situ con un equipo
multiparamétrico HANNA serie HI9828
(HANNA Instruments, Alemania) pertene-
ciente al Laboratorio de Biotecnologia
Ambiental de la FACEN. Los parametros
microbiologicos analizados fueron los
siguientes: mohos y levaduras (ML), re-
cuento de aerobios meso6filos (RAM) am-
bos por el método Petrifilm (3M Placas
Petrifilm™); coliformes fecales (CF/S.M
9222D), coliformes totales (CT/S.M
9222B) mediante la técnica de filtracion
por membrana segun el método APHA
(1998). Las determinaciones se realizaron
en el Laboratorio de Microbiologia de la
FACEN.

La eficiencia de los humedales cons-
truidos fue calculada, en términos de efi-
ciencia de la remocion seglin la ecuacion 4.

Co— Ce
EF (%) = T x 100 (4)

Donde EF es la eficiencia en término
porcentaje (%); Ce y Co son las concen-
traciones del contaminante en el efluente y
afluente del sistema, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los analisis de las
aguas del efluente del tanque séptico (P1),
los humedales construidos a escala piloto
con C. giganteus (P2), T. dominguesis (P3)
se presentan en la Tabla 2, con el promedio
+ SD para cada parametro. El trabajo se
enfoca en el estudio del desempefio de los
humedales, por lo que no se analiza el
comportamiento del tanque séptico.

Variacion del potencial de hidrogeno y
oxigeno disuelto

La media de los valores de pH del
efluente del tanque séptico fue de 6,97
UpH, con una ligera disminucion a la Sali-
da de los humedales con 6,71 para CG y
6,62 para TD (Tabla 2). La resolucion
222/02 de MADES, establece como para-
metro de vertido de efluentes que el valor
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Tabla 2. Valores medios y desviacion estandar de la concentracion de los parametros medidos

en efluente del tanque séptico y los humedales construidos.

Determinacion TS cG D
ete ciones (P1) (P2) (P3)
pH, UpH 6,97 +0,28 6,71 £ 0,42 6,62 + 0,38
OD, mgO 1! 0,10+0,14 1,07 +0,72 2,03+0,91
N-amoniacal, 10,46 + 3,92 6,98 + 3,41 3,64 +2,55
mgN-NH," I'!

Fosforo Total, mgP 1! 1,68 £1,08 1,22 +£0,60 0,70 +£ 0,36
DBO, mgO: I 10,77 £3,72 4,42 +3,05 2,03 +0,82
DQO, mgO- I 26,40 £ 3,41 18,10 + 6,95 10,36 + 3,25

CF, UFC100 ml! 1,69E+05 6,31E+03
+1,33E+05 +6,46E+03 4,69E+03 £5,27E+03
CT, UFC 100 ml™! 2,14E+06 2,09E+05
18,78E+05 179405 2,23E+05 +£2,09E+05
RAM, UFC 100 ml™! 3,79E+06 + 1,64E+06
2 ATE+06 +1,56E+06 1,64E+06 £1,80E+06
ML, UFC ml! 157+ 70 36+ 36 44 + 32

TS: tanque séptico, CG: humedal con C. giganteus, TD: humedal con T. domingensis; OD:
oxigeno disuelto; DBO: Demanda Biologica de Oxigeno 5 dias; DQO: Demanda Quimica de
Oxigeno; CF: coliformes fecales; CT: coliformes totales; RAM: recuento de acrobios mesoéfilos

totales; ML: corresponde a mohos y levaduras.

del pH debe estar comprendido entre 5y 9
UpH, por lo que podemos concluir que
ambos humedales permiten cumplir con la
normativa nacional vigente para el lanza-
miento a cuerpos hidricos.

Los valores de pH obtenidos en este
trabajo son ligeramente inferiores a lo
reportado en un estudio similar con
efluentes domésticos, con valores prome-
dios comprendidos entre 7,39 y 7,42 UpH
utilizando 7. domingensis con diferentes
tipos de grava (Jovania, Colares, & Sandri,
2013).

El OD medido a la salida del humedal
con C. giganteus fue de 1,07 mgO, 17;
mientras que en el sistema con 7.
domingensis fue de 2,03 mgO, I'' (Tabla

2). En ambos casos se observa un in-
cremento de la concentracion de OD a la
salida de los humedales respecto a la entra-
da al sistema (0,1 mgO, I'"). En los hume-
dales tipo FSSH (flujo subsuperficial hori-
zontal) generalmente se presentan bajas
concentraciones de OD, por lo que la con-
centracion de este gas presente en ambos
humedales estaria relacionado con la baja
carga de materia organica presente en el
agua residual que ingresa al sistema (10,77
mgO, I"! de DBO). Nuestro trabajo contras-
ta con las mediciones obtenidas en hume-
dales construidos con Phragmites aus-
tralis, donde se reportan valores extre-
madamente bajos de OD, variando entre
0,1120,12mg02 1" (Garcia et al., 2004).
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Remocién de nutrientes

Las concentraciones de nitrogeno
amoniacal fueron de 10,46; 6,98 y 3,64
mgNH4" 1" a la salida de tanque séptico, y
en los humedales con CG y TD respec-
tivamente. En Paraguay la normativa
establece como nivel maximo de N-amo-
niacal es de 5 mg I"! en efluentes vertidos
tras su tratamiento. El humedal con TD
produjo un efluente que cumple con la
Resoluciéon 222/02 del Ministerio del
Ambiente 'y Desarrollo  Sostenible
(MADES, 2002).

La remocion de N-amoniacal arrojo
valores medios de 42+25 % para CG y
65+27 % para el humedal con TD (Fig.
2.a). Estos resultados son superiores a los
obtenidos por Garcia et al (2004), traba-
jando a escala piloto con P. australis en el
cual obtuvieron remociones entre 24-30 %.
Por su parte, Zhong et a/.(2015) determi-
naron valores de remocion entre 18-20 %
utilizando [ris sibirica 'y Thalia dealbata;y
demostraron que N-amoniacal es removido
mejor si se produce microaireacion del sis-
tema. La remocion de este parametro suele
ser alrededor del 30% en sistemas FSSH, y
ocurre por los procesos de nitrificacion y
desnitrificacion, siendo una condicion li-
mitante la disponibilidad de OD en el me-
dio, asi como la concentracion de materia
organica (Garcia Serrano & Corzo Hernan-
dez, 2008). Trabajando con Cyperus
articulatus, en un estudio en el que se
evaluo el efecto de plantas nativas de Co-
lombia para la remocion de materia orga-
nica y nitrégeno, los investigadores repor-
taron un valor excepcional alto de 90% de
remocion de N-NH4 (Carga hidraulica de
460 mm d') (Caselles-Osorio, Vega,
Camilo, Casierra-Martinez, & Euliser,
2017).

Los valores promedio de fésforo (P-
total) fueron de 1,68; 1,22 y 0,7 mgP I'' a
la salida de tanque séptico, CG y TD res-
pectivamente (Tabla 2). Las concen-
traciones que ingresaron al sistema fueron
bajas, siendo incluso menores al limite ma-
ximo de vertido de 5 mgP 1" que establece
MADES.

Las remociones obtenidas a lo largo del
estudio para de P-total, fueron de 45+24 %,
58+ 21% para CG y TD (Fig. 2.b). La
depuracion del fosforo en humedales
FSSH no suele superar el 10-20% (Kadlec
& Wallace, 2009), sin embargo en este
trabajo fueron sobrepasados dichos marge-
nes. Garcia y Corzo Hernandez (2008)
indican que en los humedales FSSH Ia eli-
minacion de nutrientes es modesta cuando
se tratan aguas residuales urbanas de tipo
medio (eliminan entre un 10% del N y un
20% del P), no obstante en aguas residuales
diluidas su contribuciéon es mayor (> del
50%). Como la remocion de fosforo es baja
en los humedales construidos, estos no sue-
len ser disefiados para el efecto (Hoffmann,
Platzer, Winker, & Muench, 2011). La
accion bioldgica en la remocion del fosforo
es pequefia, siendo su via de eliminacion
por procesos de sorcidon y precipitacion.
Ademas, la composicion mineraldgica es
importante, dependiendo principalmente
de su contenido de calcio, hierro y alumi-
nio (Vohla, Koiv, Bavor, Chazarenc, &
Mander, 2011). Maine, Sufie, Hadad,
Sanchez, & Bonetto, (2009) estudiaron la
relacion entre el cambio de vegetacion do-
minante en un humedal a escala planta
(TRH=7-12 d; Lxa=50%40) y su efecto en
la remocion de nutrientes y metales; encon-
traron que 7. domingensis remueve P-total
un 14% en promedio, de los cuales el 38%
de la disminucion de fosforo es causada
por la macrofita y el 62% retenido por el
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Eficiencia en la remocién de N-NH4+
(%)
3

Fficiencia en la remocién de la DBO

Eficiencia en la remocién de P-total

Eficiencia en la remocién de la DQO

Figura 2. Graficos barra-error para la eficiencia en la remocion del P-total, N- amoniacal, DQO
y DBO. CG (humedal con C. giganteus), TD (humedal con T. domingensis)

sedimento.

Remocion de materia organica

Para la DBO, el humedal TD presentd
valores promedios de remocion de 81+£8%,
y 64+17% para CG (Fig. 2 C). Los resulta-
dos muestran concordancia con lo reporta-
do en estudios similares realizados en Para-
guay para T. domingensis, donde la reduc-
cion para la DBO fue 76,97 % (Kemper y
Mendoza 2009 en De Barros Barreto y Ba-
rrios 2011) y 82,25% (de Barros Barreto
& Barrios, 2011). En otro estudio, Vera et
al. (2011), determinaron que hubo mayor
reducciéon de DBO en el humedal con T.
domingensis en comparacion al control, los
valores obtenidos de eficiencia en el
humedal con vegetacion fueron de 30%

(18% en control) en el primer periodo de
estudio y 31% (16% en el control) en el se-
gundo periodo de la investigacion.

Al igual que la DBO, la concentracion
de entrada de la DQO fue baja con valores
promedios de 26,4; 18,1 y 10,36 mgO2 1!
a la salida del tanque séptico, y los hume-
dales TD y CG (Tabla 2). Los valores me-
dios de remocion de 61£12%, y 40+20%
para TD y CG, respectivamente (Fig. 2 D).
En un trabajo en el que estudian la remo-
cion de agua residual doméstica en un sis-
tema con tanque séptico seguido de hume-
dales con T. domingensis en diferentes sus-
tratos (grava, brita y grava lavada), repor-
tan valores de remocion entre 56 y 57 %
(Jovania et al., 2013), rendimientos muy
similares a lo obtenido en nuestro estudio.
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En un humedal operado a una carga de 10,6
gDQO m? d', Maine et al. (2009),
determinaron la remocién de la DQO en 70
% para T. domingensis en humedales de
flujo libre.

Remocion de microorganismos

En cuanto a los parametros micro-
biolégicos, los porcentajes de remocion
fueron elevados para cada grupo micro-
biano (Tabla 3). La reduccion en términos
de log10 para CF fue de 1,43 (CG) y 1,56
(TD); estos valores son similares a lo
indicado en EPA (1993), que menciona
que los humedales construidos son capaces
de una reduccion de CF de uno a dos
unidades logaritmicas. No obstante en mu-
chos casos esto no es suficiente para el
cumplimiento de los requerimientos regla-
mentarios. La reglamentacion vigente en la
Republica del Paraguay establece que la
concentracion maxima de coliformes feca-
les en los efluentes tratados no debe supe-
rar las 4000 NMP/100ml (MADES, 2002),
en la Tabla 2 se observa que la carga
promedio para CF superan el nivel maximo
permitido. En consecuencia, las aguas re-
siduales urbanas tratadas con humedales
construidos sean con TD o CG, precisarian
de un mecanismo de desinfeccion antes de
liberacion al ambiente.

Para CT, la reduccion fue de 1,01 y 0,98
log10 para CG y TD respectivamente, con
un elevado porcentaje de remocion para
ambos casos. Para Cyperus sp., la reduc-
cion de CT en humedales de flujo subsu-
perficial horizontal suele variar entre 1,26
y 1,35 unidades logaritmicas en sistemas a
escala piloto y TRH de 1,6 d; mientras que
para Typha sp, con TRH de 5d se reportan
valores de 2,5 unidades (Wu, Carvalho,
Miiller, Remony & Dong, 2016). Estos

valores son superiores a los obtenidos en
nuestro estudio.

Los menores niveles de reduccion se
presentaron para RAM y ML (Tabla 3). CG
y TD redujeron 0,36 unidades logaritmicas
para RAM, mientras que para ML la re-
duccion fue de 0,64 y 0,55 respectiva-
mente. El efecto de humedales construidos
en la reduccion de microorganismos esta
demostrado, principalmente para el caso de
los patogenos; no obstante el papel de las
plantas ain no es muy claro y su ventaja no
es una conclusion universalmente aceptada
(Kadlec & Wallace, 2009)

CONCLUSIONES

En el trabajo se comprueba la capacidad
de construccion de humedales utilizando T.
domingensis 'y C. giganteus, que estas
resisten el traslado, se adaptan facilmente
fuera de su ambiente natural y crecen
apropiadamente en presencia del agua
residual urbana. Es importante mencionar
también la facilidad para ubicar a estas
especies en humedales naturales como el
de la Cuenca del Lago Ypacarai, Paraguay.

Los humedales plantados con ambas
especies demostraron buena capacidad de
remocion de nutrientes y materia organica
presentes en el agua residual estudiada. Las
eficiencias de remocion en C. giganteus
fueron de 42%, 45%, 64% y 40% para N-
NH4, P-total, DBO y DQO respectivamen-
te. Mientras que para 1. dominguenis se
obtuvieron valores de re mocién de 65%,
58%, 81% y 61% para N-NH4, P-total,
DBO y DQO.

La reduccion de coliformes fecales fue
1,43 (C. giganteus)y 1,56 (T. domingensis)
unidades logaritmicas, no obstante la
disminucion no permite cumplir con los
parametros de vertido establecidos en la re-
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Tabla 3. Valores promedios de log10 de la concentracion y eficiencia en la remocion de

parametros microbioldgicos.

Parametro TS CG TD
microbioldgico (PD) (P2) (P3)
CF 5,23 3,8 (96%) 3,67 (97%)
CT 6,33 5,32 (90%) 5,35 (89%)
RAM 6,58 6,22 (64%) 6,21 (65%)
ML 2.2 1,52 (76%) 1,64 (72%)

Log10 UFC de la concentracion, los valores entre paréntesis (%) representan la eficiencia
en la remocion para cada parametro; TS: tanque séptico; CG: C. giganteus; TD: T.
domingensis; CF: coliformes fecales; CT, coliformes totales; RAM: recuento de aerobios
mesofilos totales; ML corresponde a mohos y levaduras

glamentacion nacional.

Los humedales de flujo subsuperficial
horizontal son relativamente sencillos de
construir y operar, por cual proponemos su
utilizaciéon como sistema descentralizado
para el tratamiento de efluentes urbanos
y/o domésticos.
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Efecto antimutagénico del extracto etandlico de Bauhinia forficata Link (Pata de buey) en
Drosophila melanogaster mediante el Test de Mutacién y Recombinaciéon Somatica. En Pa-
raguay la cultura de la fitoterapia, para el tratamiento de numerosas afecciones, se encuentra muy
arraigada a la poblacion. Bauhinia forficata es consumida en decocciones e infusiones para tratar
afecciones de piel, garganta, pecho y estémago principalmente. El objetivo de este trabajo fue
evaluar las acciones mutagénicas y antimutagénicas del extracto etandlico de hojas de B. forficata
empleando el test SMART en Drosophila melanogaster. Para ello, se realiz el extracto etandlico
de hojas de B. forficata obteniéndose un rendimiento de 5,05% en extracto crudo. La evaluacion
antimutagénica se llevé a cabo en larvas trans-heterocigotas mwh+/+flr* mediante cuatro procedi-
mientos, (1) el tratamiento simple, que comprobé que el extracto etandlico de hojas de B. forficata
a 52,01 mg.mL™" no posee efecto genotdxico, en comparacion con el Perdxido de Hidrégeno 0,96
M, que presenté dicho efecto, (2) tratamiento combinado (Perdxido de Hidrogeno al 0,96 M + ex-
tracto 52,01 mg.mL™") evidencié reduccion del 57,89% en el total de clones mutantes; (3) el pos-
tratamiento (Peroxido de Hidrogeno 0,96 M por una hora + extracto 52,01 mg.mL™" por 48 horas)
present6 una reduccion del 57,89%; (4) el pretratamiento (extracto 52,01 mg.mL"" por 72 horas +
tratamiento con el Perdxido de Hidrogeno 0,96 M por 48 horas) demostré una disminucion del
78,94% de clones mutantes inducidos. Dichos resultados fueron analizados mediante el test de
Kastenbaum-Bowman a=£=0,05, evidenciando resultados positivos para el potencial antimutagé-
nico del extracto de B. forficata 52,01 mg.mL"!, demostrando también su accion protectora en la
reduccion del dafio genético ocasionado por eventos mutagénicos inducidos.

Palabras claves: Drosophila melanogaster, SMART, Bauhinia forficata, antigenotoxicidad, muta-
ciones

Antimutagenic effect of the ethanolic extract of Bauhinia forficata Link (Ox paw) in Drosoph-
ila melanogaster by the Mutation and Somatic Recombination Test. In Paraguay, phytotherapy
culture, for treatment of numerous affections, is deeply rooted in the population. Bauhinia forficata
is consumed in decoctions and infusions to treat mainly skin, throat, chest and stomach affections.
The objective of this investigation was to evaluate the mutagenic and antimutagenic action of
ethanolic leaf extract of B. forficata using SMART test in Drosophila melanogaster. For this, the
ethanolic extract of B. forficata leaves was obtained, with a yield of 5.05% in crude extract. The
antimutagenic evaluation was carried out on trans-heterozygous larvae mwh+/+flr® by four proce-
dures, (1) the simple treatment, which proved that the ethanolic extract at 52.01 mg.mL"" doesn't
possess genotoxic effect, compared to the Hydrogen Peroxide 0.96 M, which showed this effect,
(2) combined treatment (Hydrogen Peroxide 0.96 M + extract 52.01 mg.mL-") showed a reduction
of 57, 89 % in the total of mutant clones; (3) post-treatment (Hydrogen Peroxide 0.96 M for one
hour + extract 52.01 mg.mL-" for 48 hours) showed a reduction of 57.89 %; (4) pretreatment (extract
52.01 mg.mL"" for 72 hours + Hydrogen Peroxide 0.96 M for 48 hours) showed a decrease of 78.94
% in induced mutant clones. These results were analyzed by the Kastenbaum-Bowman test
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a = B = 0.05, showing positive results for antimutagenic potential of B. forficata extract 52.01
mg.mL™", also demonstrating its protective action in reducing genetic damage caused by induced

mutagenic events.

Keywords: Drosophila melanogaster, SMART, Bauhinia forficata, antigenotoxicity, mutations

INTRODUCCION

En Paraguay existe una cultura
arraigada en la utilizacion de plantas
medicinales procedentes de los guaranies,
conocedores de las propiedades bene-
ficiosas de plantas nativas y que emplea-
ron acertadamente en la prevencion y tra-
tamiento de enfermedades que afectan al
hombre (Melgarejo, 2014).

La B. forficata, conocida popularmente
como “pata de buey” es empleada en deco-
ccion o con el tereré para el tratamiento de
afecciones de piel, garganta, pecho, esto-
mago, higado y rifién; se conoce sus efec-
tos como hipoglucemiante, antiinflamato-
rio, hipocolesterolemiante y diurético (Me-
nezes et al., 2007; de Sousa Lino et al.,
2004; Volpato et al., 2008; Pin et al.,
2009).

La elevada concentracion de flavonoi-
des y compuestos fenolicos (Oliveira et al.,
2005; Lim et al., 2006; Sartorelli & Correa
2007; Menezes et al., 2007; Diisman et al.,
2013) permiten a esta planta poseer un po-
tencial efecto antioxidante y consecuente-
mente preventivo a procesos mutagénicos
inducidos por especies oxigeno-reactivas y
que pueden conllevar a cambios genéticos
conducente a procesos de transformacion
celular y subsecuentemente cancer.

El extracto acuoso de B. forficata puede
inactivar quimica o enzimdaticamente e
inhibir la formacién de mutaciones en el
ADN, también puede inhibir la activacion
metabolica de agentes promutigenos o
pueden recoger moléculas reactivas, ya que
pueden actuar directamente sobre los re-

ceptores de los mismos (Kada et al., 1978;
Kojima et al., 1992, Kuroda et al., 1992).

La actividad antioxidante que presenta
el extracto acuoso de B. forficata se debe
especialmente a la presencia de polifenoles
y flavonoides, los cuales fueron encontra-
dos en el trabajo de Salgueiro et al. (2016),
mediante la reduccion de la peroxidacion
lipidica y los niveles de tioles totales (SH)
no proteicos en eritrocitos humanos.

Los polifenoles, especialmente los fla-
vonoides, al poseer una estructura ideal pa-
ra la eliminacion de radicales libres y para
la interaccion con los grupos activos muta-
genos o para la proteccion de los sitios de
ADN podrian ser afectados por el muta-
geno (Droge, 2002; Ratnam et al., 2006;
Toloza & Fernandez, 2015).

Se ha demostrado que el efecto cau-
sado por la generacion de los radicales hi-
droxilos y por otras especies reactivas de
oxigeno sobre la estructura del ADN es
nocivo, ya que promueve la ruptura entre
los fosfatos de la doble cadena debido a la
inestabilidad de la misma, ocasionando
mayores dafios a nivel de cromatina, ge-
nerando transcripciones erroneas de infor-
macion genética y subsecuentes altera-
ciones a la estructura general de las célu-
las y los tejidos (Conde, 2004).

El Peréxido de Hidrogeno (H»0,) es
un agente genotoxico, que es capaz de
producir modificaciones de las caracteris-
ticas particulares del ADN, capaz de dar
lugar a multiples reacciones, llegando a
producir un dafio celular al encontrarse en
elevadas cantidades, ocurre sobre dife-
rentes macromoléculas, tal es el caso de
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lipidos, proteinas y ADN, conociéndose a
este dafio como estrés oxidativo. En el
ADN, el estrés oxidativo puede dar lugar
a fendmenos como mutaciones y carci-
nogénesis. Los linfocitos humanos perifé-
ricos representan una poblacion celular
donde el ADN estd predominantemente
en la etapa presintética del ciclo celular,
fase GO (Camacho et al., 2010).

Con los antecedentes expuestos y
atendiendo a la riqueza de flavonoides en
la planta, en esta investigacion se propone
como objetivo general evaluar el efecto
antimutagénico de B. forficata utilizando
el Test de Mutacion y Recombinacion
Somatica (SMART) en D. melanogaster'y
debido a que la planta es utilizada como
terapia alternativa para la prevencion de
patologias asociadas a estrés oxidativo ce-
lular, esta técnica permitira la deteccion
de la actividad antioxidante in vivo (anti-
mutagénica) y la seguridad para su uso.

MATERIALES & METODOS

Material vegetal estudiado

Las muestras vegetales fueron colec-
tadas del vivero de plantas medicinales
(coordenadas: -25.253529, -57.567852),
del Jardin Botanico y Zoologico de Asun-
cion (JBZA). Paraguay. Ciudad de Asun-
cion. JBZA. Arbol, con frutos secos. Las
muestras fueron depositadas en el Herba-
rio del Laboratorio de Recursos Vegetales
de la FACEN (Marin, L. 01) para la
identificacion botanica por especialistas
con claves taxondmicas y base de datos
de Fortunato (1986).

Preparacion del extracto etandlico de
hojas de B. forficata Link

Las hojas fueron secadas a temperatura
ambiente de entre 19-21° C. Estas fueron
trituradas con ayuda de un molino manual

de granos hasta que quedaron pulverizadas.
De esta se pesd 500 gramos y se disolvio
en 2 litros de etanol destilado al 70% du-
rante 30 dias (cada 48 horas se procedio al
agitamiento) a temperatura ambiente, pos-
teriormente, el macerado se filtrd con ayu-
da de un equipo filtrador. La concentracion
del extracto etandlico se hizo mediante un
evaporador rotativo QUIMIS®a 80° C, lue-
go de esto se procedio al calentamiento con
ayuda de bafio maria para eliminar total-
mente el solvente de la muestra, obtenién-
dose el extracto crudo. El rendimiento fue
de 5,05% y fue conservada a 4° C hasta su
utilizacion. Para la prepara-cion del extrac-
to etanodlico se utilizdo Tween 80 0,1%.

Test de Mutacién Somatica y Recom-
binaciéon (SMART) para determinar el
efecto antimutagénico del extracto eta-
nolico de Bauhinia forficata frente al Pe-
réxido de Hidrégeno

Previa a la determinacion de la acti-
vidad antimutagénica de la planta se proce-
di6 al analisis de su posible efecto muta-
génico y debido a que no se encontré efecto
mutagénico en diferentes concentraciones
(10,01 mg.mL™", 25,50 mgmL", 52,01
mg.mL™", 75,41 mg.mL"y 101,76 mg.mL"
")y en la concentracion de 52,01 mg.mL"
se encontraron menor cantidad de pelos
mutados y por tal motivo, se decidio a ele-
gir esa concentracion como la ideal para
determinar la antimutagenecidad de Ia
planta.

Para esta parte se obtuvieron hembras
virgenes de Drosophila melanogaster
(cepa fIr'/In(3LR)TM3, ri p’sep 1(3)894a
bx**y Bd®) en condiciones normales de
temperatura ambiente (22°-24° C). Las
hembras obtenidas se cruzaron con machos
de Drosophila  melanogaster (cepa
mwh/mwh), todas las cruzas fueron
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depositadas en un medio ovopositor (Graf
et al., 1984). Se procedio a la extraccion de
600 larvas de tercer estadio (tercer instar),
de las cuales 500 fueron expuestas a dife-
rentes tratamientos cronicos (A, B, C, D,
E), 100 fueron tratadas por una hora con el
agente mutageno (F), pasada esa hora se
procedié a lavarlas con agua destilada a
modo de deshacer restos del mutdgeno y
fueron transferidas a otro medio que conte-
nia el extracto etandlico. También se extra-
jeron 100 Ilarvas de segundo estadio
(segundo instar) para ser sometidas por 72
horas con el extracto etandlico (G), des-
pués de ese tiempo se lavaron las larvas
con agua destilada, para de esa manera eli-
minar los restos del extracto y fueron tras-
ladadas a otro medio, para ser sometidas
por 48 horas con el agente mutigeno.
Todos los medios fueron preparados con
1,5 g de puré de papa instantaneo Knorr ®,
rehidratados con las diferentes sustancias
testadas.

Se procedi6 también al analisis de
toxicidad del Tween 80 0,1 % (C) debido a
que este compuesto se empled para la
preparacion de las diferentes concentra-
ciones del extracto etandlico de la planta.

Como control positivo se utilizo H,O, a
una concentracion de 0,96 M resultante de
la prueba de determinacion de dosis letal
50 (DLso), esto debido a que dicho com-
puesto genera con facilidad radicales li-
bres.

Como control negativo se utilizé agua
destilada (Tabla 1.)

Procedimientos para el analisis de las
laminas

Una vez eclosionadas las moscas
adultas, se procedio sacrificarlos por so-
bredosis con Eter Etilico, y se seleccio-
naron al azar 10 individuos transhetero-

cigotas mwh+/+fIr° de cada tratamiento (5
individuos de cada sexo), de las cuales se
extrajeron las alas con ayuda de una Lupa
estereoscopica Carl Zeiss® y se montaron
en una lamina con Solucién de Faiire
(Goma ardbica 300 gramos, Glicerol 20
mL, Hidrato de Cloral 50 gramos, y Agua
destilada 50 mL). La observacion de las
laminas con las alas correspondientes se
realizd con ayuda del microscopio optico
Olympus® a un aumento de 400X, los sec-
tores o regiones de las alas analizadas fue-
ron las regiones A, B, C', C, D', Dy E
segin lo descrito por Rodrigues de
Andrade et al. (2004).

Se cuantifico el indice de aparicion de
las manchas mutantes, se clasificé los clo-
nes mutantes segun los criterios descritos
por Rodrigues de Andrade et al. (2004).

Se determind el porcentaje de inhi-
bicion ejercida por el extracto etandlico de
B. forficata a la accion del agente muta-
geno, empleando la siguiente ecuacion:

{TM con el AM—(TM con el extracto+ AM)
TM con el AM

}*100

Donde:
TM: Total de mutaciones
AM: Agente mutageno

Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos se analizaron
estadisticamente mediante tablas pro-
puestas por Frei y Wiirgler (1988) que
corresponde a un modelo estadistico
Binomial Condicional (Test de Kasten-
baum-Bowman) (Kastenbaum & Bowman,
1970) a=p=0,05. Los graficos estadisticos
se realizaron con el software GraphPad
Prism 6.00, La Jolla California USA.
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Tabla 1. Disefio metodoldgico de los tratamientos

Unidad Numero de Tratamientos Pretratamiento Postratamiento
Experimental larvas
Tratamiento 100 5 mL de Agua
simple destilada (A)
100 5 mL de extracto
etandlico (52,01
mg.mL") (B) - -
100 5 mL de Tween 80
al 0.1% (C)
100 5 mL Peroxido de
Hidrégeno (0,96 M)
(D)
Tratamiento 100 5 mL Extracto
combinado etanolico (52,01
mg.mL") junto con
el Peroxido de — -
Hidrogeno (0,96 M)
(E)
Pretratamiento 100 5 mL de Peroxido 5 mL de Extracto

con el agente
mutageno y post
tratamiento con el
extracto

de Hidrogeno (0,96  etandlico (52,01
M) tratado poruna  mg.mL") por 48
hora horas (F)

Pre tratamiento
con el extracto y
postratamiento
con el mutageno

100 (2do.
Estadio)

5 mL de Extracto 5 mL de Perdxido

etandlico (52,01  de Hidrégeno (0,96
mg.mL ") por 72 M) tratado por 48
horas horas (G)

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados hallados en el trata-
miento simple con el extracto etandlico de
B. forficata (52,01 mg.mL™") (B), eviden-
ciaron 6 clones para manchas simples y
pequefias, con una frecuencia de 0,3,
ningun clon para manchas simples grandes
al igual que para manchas gemelas; a su
vez, en el tratamiento con el H,O,a 0,96 M
(D) se contaron 19 clones para manchas
simples y pequeiias, con una frecuencia de
0,95 ningln clon para manchas simples y
grandes, al igual que para manchas geme-
las; en cuanto al tratamiento con Agua des-

tilada (A) se contaron 7 clones para man-
chas simples y pequeiias, 2 clones para
manchas simples y grandes; y ningun clon
para manchas gemelas, con frecuencias de
0,35, 0,1, respectivamente; el tratamiento
con Tween 80 a 0,1% (C) se contabilizaron
9 clones para manchas simples y pequeiias,
ningin clon para manchas simples y
grandes, al igual que los clones gemelos,
con frecuencias de 0,45 para las primeras -
Tabla 2, Fig. 1.

Este tratamiento demuestra que el
extracto etandlico a la concentracion eva-
luada (52,01 mg.mL™") resulté negativo pa-
ra su acciéon genotdxica (P=0,0308); en
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Tabla 2. Analisis estadistico del potencial antigenotoxico del extracto etandlico de B. forficata.
Cruce estandar.

Tra-

n:;:n N“(I;Lel‘o (l-z/lcsgs)" a (>1;/Icsé(l;s)h a M_G a TE/I a I-I;lil(::)ll
-tos  alas m=2 m=>5 m=s3 m=2 (%)
A 20 035 (07) 0,10 (02) 0,00 (00) 045 (09) -
B 20 030 (06) i 000 (00) i 0,00 (00) i 030 (06) - -
C 20 045 (09) i 000 (00) i 0,00 (00) i 045 (09) i -
D 20 095 (19) + 000 (00) i 0,00 (00) i 095 (19) + -
E 20 040 (08) i 000 (00) i 0,00 (00) i 040 (08) i 57,89
F 20 040 (08) i 000 (00) i 0,00 (00) i 040 (08) i 57,89
G 20 015 (03) - 005 (0) i 000 (00) i 020 (04) - 78,94

a (Diagnostico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler, 1988): + (positivo); - (negativo); i
(inconclusivo). m (factor de multiplicacion a fin de evaluar los resultados significativamente
negativos. Niveles de significancia a = f= 0,05)

®Incluso las manchas simples fIr° raras.

A: Agua destilada, B: Extracto etandlico a 52,01 mg.mL"!, C: Tween 80 0,1%, D: Peréxido de
Hidrogeno a 0,96M, E: Extracto etandlico a 52,01 mg.mL™! + Perdxido de Hidrogeno a 0,96M, F:
Postratamiento con el extracto etandlico a 52,01 mg.mL"!, G: Pretratamiento con el extracto

etandlico a 52,01 mg.mL"".

comparacion con las registradas con el
H>0, a 0,96 M que si presentaron acciones
mutagénicas (P= 0,6228) (Tabla 2).
Pereira et al. (2014) demostraron que el
extracto hidroalcohélico de las hojas no
presentaba actividad mutagénica, mediante
el test de micronticleos en ratones albinos
(Swiss) usando concentraciones de 1000,
1500 y 2000 mgkg"'. Camparoto et al.
(2002) empleando células de la médula
osea de rata Wistar (Rattus norvegicus),
tampoco encontraron actividad citotéxica
para el extracto acuoso de B. forficata en
una concentracion de 4,65 g.L”'. Pepato et
al. (2004), recurriendo a ratas diabéticas
inducidas con estreptozotocina y post trata-
das con el extracto acuoso de hojas de B.
forficata a una concentracion de 150 g.L™,

han demostrado que el extracto acuoso dis-
minuye la actividad diabética, sin causar
dafio tisular.

En el tratamiento combinado del extrac-
to a 52,01 mg.mL" junto con el H,O, a
0,96 M (E), se contaron 8 clones para man-
chas simples y pequefias, con una frecuen-
cia de 0,8, ningun clon para manchas sim-
ples y grandes, al igual que para manchas
gemelas (Tabla 2, Fig. 1).

El tratamiento combinado muestra re-
sultados inconclusos, a pesar de tener me-
nos cantidad de clones, en este caso 8 clo-
nes, con frecuencia de 0,40 comparado con
los 19 clones, con frecuencia de 0,95 del
H,0, a 0,96 M, registrandose una reduc-
cion de 57,89% de inhibicion mutagénica
(Tabla 2)
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Figura 1. Clones encontrados en alas de D. melanogaster tratadas para la determinacion del poten-
cial antimutagénico del extracto etandlico de B. forficata frente al Peroxido de Hidrégeno. Trata-
miento simple: Mancha Simple y Pequeiia (MSP) del tipo mwh (A 'y B). Tratamiento combinado:
Mancha Simple y Pequeiias (MSP) del tipo mwh (C y D). Post tratamiento: Mancha Simple y
Pequeiias (MSP) del tipo mwh (E y F). Pretratamiento: Mancha Simple y Pequefias (MSP) del
tipo mwh (G) y Mancha Simple y Grande (MSG) del tipo mwh (H). Aumento (400X). Microscopio

Optico Compuesto Motic®.

La disminucidn en la cantidad de clones
mutantes comparadas con las observadas
en el tratamiento con el agente mutageno,
podria deberse, segiin Graf et al. (1984) y
Jiménez (2013), a que la sustancia evalua-
da tiene un efecto general sobre la activi-
dad de la genotoxina. A su vez, Ribeiro et
al. (2013) demostraron también actividad
antimutagénica del extracto etandlico de B.
holophylla a concentracién de 7,5 pg.mL™"!
en células del carcinoma hepatocelular
(HepG2) registrandose una disminucion
del 76% en la frecuencia de micronucleos
inducidos por Benzopireno y Diisman ef al.
(2013) utilizando ratas Wistar y un extracto
acuoso de hojas frescas de B. forficata, ala
concentracion de 4,65 g.L'l, encontraron
una reduccién del 91,4% en las alteracio-

nes cromosémicas inducidas por la Ciclo-
fosfamida.

En el pretratamiento del H,O, a 0,96 M
con el extracto etandlico (F) se contaron 8
clones para manchas simples y pequeiias,
con una frecuencia de 0,4, ningun clon para
manchas simples y grandes, al igual que
para manchas gemelas (Tabla 2, Fig. 1).

El pretratamiento con H,O; a 0,96 M
muestra resultado inconcluso, pero conti-
ene menos cantidad de clones, en este caso
8 clones con frecuencia de 0,40 comparado
con 19 clones con frecuencia de 0,95 del
H>0, a 0,96 M del tratamiento con el agen-
te mutageno, evidenciandose una redu-
ccion de 57,89% en la accion del H,Oz
(Tabla 2).

La disminucién en la cantidad de clones
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Figura 2: Numero de Clones mutantes observados en los ensayos por tratamiento. (A): Agua des-
tilada. (B): Extracto etanolico de B. forficata 52,01 mg.mL!. (D): Peréxido de Hidrogeno 0,96 M
(E): Peroxido de Hidrégeno 0,96 M junto con el extracto etandlico de Bauhinia forficata (52,01
mg.mL™). (F): Peroxido de Hidrogeno 0,96 M (1 hora) post tratado con el extracto etandlico de
B. forficata 52,01 mg.mL"! (48 horas). (G)= Extracto etanélico de B. forficata 52,01 mg.mL"! (72
horas) post tratado con el Peroxido de hidrogeno 0,96 M (48 horas).

con el pretratamiento podria deberse segin
Graf et al. (1984) y Jiménez (2013), a que
la sustancia probada detiene las lesiones fi-
jadas o inducidas por la genotoxina, lo cual
también fue registrado por Diisman et al.
(2013) mediante la utilizacion de un post-
ratamiento con extracto acuoso de hojas
frescas de B. forficata, a una concentracion
de 4,65 g.L'! en ratas Wistar, quienes evi-
denciaron una reduccion del 94,6% en las
alteraciones cromosomicas inducidas por
la Ciclofosfamida.

El pretratamiento con el extracto
etanolico de B. forficata 52,01 mg.mL"’
(72 horas) junto con un tratamiento con
H>0; a 0,96 M (48 horas) (G) se contaron
3 clones para manchas simples y pequefias,
con frecuencia igual a 0,15, 1 clon para
mancha simple y grande, con frecuencia de

0,05, ningun clon para manchas gemelas,
en total se contaron 4 manchas, con fre-
cuencias igual a 0,20 (Tabla 2, Fig. 1).

El pretratamiento con el extracto
etandlico de B. forficata a 52,01 mg.mL"’
demuestra que hay una disminucion en la
cantidad de clones mutados, 4 clones con
frecuencia de 0,20, siendo negativo para su
accion genotoxica (P=0,0088) comparado
con los 19 clones con frecuencia de 0,95
que si evidenci6 actividad mutagénica (P=
0,6228) en el HO, a 0,96 M, evidenciando
una reduccion de 78,94% en la accion del
H202 (Tabla 2)

Con este resultado queda demostrado
que el extracto etanolico de B. forficata
podria ser un buen agente protector, ya que
fue capaz de prevenir la formacion de
clones mutados, segiin Graf ef al. (1984) y

22



Marin Insfrdn, L. et al. Efecto antimutagénico del extracto de Bauhinia forficata

Jiménez (2013) el extracto podria actuar
antes que las lesiones sean inducidas por la
genotoxina, esto por su alto contenido de
antioxidantes naturales, encontrados en los
extractos ensayados por Salgueiro, et al.
(2016) y Khalil et al. (2008). Diisman et al.
(2013), empleando ratas Wistar, encontra-
ron una reduccion del 71,1% de muta-
ciones inducidas por Ciclofosfamida, utili-
zando extracto acuoso de hojas frescas de
B. forficata a concentracion 4,65 g.L™.

Al realizar una comparacion entre todos
los tratamientos realizados, se observa que
se obtiene un mejor resultado en el
pretratamiento con el extracto (Tabla 2,
Fig. 2).

Las disminuciones de las alteraciones,
podria ser causada por sustancias antimuta-
génicas que impiden la formacion de la
mutacion o induce a la reparacion del
ADN, la cual fue comprobada también por
Kada et al. (1978) mediante el ensayo de
mutagenicidad con la cepa de Salmonella
TA98 de Ames, Kojima et al. (1992)
usando células V79 de hamster chino y Ku-
roda et al. (1992) usando cultivos celulares
de mamiferos.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta in-
vestigacion demuestran que el extracto
etanodlico de B. forficata a la concentracion
de 52,01 mg.mL" no presenta efecto mu-
tagénico, sino que evidencian una accion
antimutagénica, inhibiendo la accidén geno-
toxica del Peroxido de Hidrégeno, con
reducciones alentadoras de entre 57,89-
78,94%.

Se recomienda seguir realizando es-
tudios con metabolitos secundarios separa-
dos segun la afinidad quimica de las mis-
mas empleando otros ensayos como el test

cometa para estudiar la capacidad de repa-
racion del ADN en D. melanogaster, el
ensayo in vitro de micronticleos, ensayo de
mutacion del receptor de células T para
controlar la exposicion genotoxica humana
y el test genotoxicoldgico con marcadores
moleculares (RAPD) para observar dafios
genéticos mediante cambios en perfiles
electroforéticos.
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Evaluacion preliminar de compuestos fendlicos, actividad antioxidante y compuestos
bioactivos de algunas especies de hongos basidiomicetes de Paraguay. Se realizé la
identificacion cualitativa de metabolitos secundarios y se cuantificd el contenido de compuestos
fendlicos y el potencial antioxidante de extractos etandlicos de ocho géneros de macrohongos
Amylosporus, Gloeophyllum, Hydnopolyporus, Inonotus, Laccaria, Lentinus, Pisolithus y Trametes
por primera vez para el Paraguay. Los analisis quimicos cualitativos revelaron la presencia de
varios metabolitos secundarios tales como compuestos fendlicos, esteroles y terpenos. La especie
Inonotus splitgerberi presentd valores de 64,81 + 2,70 mg GAE.g™" de compuestos fendlicos totales
comparables con la especie medicinal /nonotus obliquus. También se proporcionan datos noveles
para la especie Amylosporus guaraniticus.

Palabras claves: hongos, metabolitos secundarios, micoquimica.

Preliminary evaluation of phenolic compounds, antioxidant activity and bioactive
compounds in some species of basidiomycetes from Paraguay. The qualitative identification
of secondary metabolites was carried out along with the quantification of the content of total
phenolic compounds and the antioxidant potential of ethanolic extracts of eight genera of fungi
Amylosporus, Gloeophyllum, Hydnopolyporus, Inonotus, Laccaria, Lentinus, Pisolithus and
Trametes for the first time in Paraguay. Qualitative chemical analyses revealed the presence of
several secondary metabolites, such as phenolic compounds, sterols and terpenes. The species
Inonotus splitgerberi showed values of 64.81 + 2.70 mg GAE. g of total phenolic compounds
comparable with the medicinal species Inonotus obliquus. Novel data for the species Amylosporus
guaraniticus are also provided.

Key words: fungi, secondary metabolites, mycochemistry.

INTRODUCTION

Secondary  metabolites can  be
considered as natural products originating
as response to the stress caused by the
ecological niche, the adaptation of an
organism to the environment, and are
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produced by a variety of mushrooms
(Arango, 2008; Zaidman et al., 2005; De
Silva et al, 2013). These arise from
intermediates of primary metabolism, but
they can be classified according to their
biosynthetic pathway into five main meta-
bolic sources: (1) polysaccharides and pep-
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tidopolysaccharides, (2) the mevalonic
acid pathway from acetyl coenzyme A
which functions in primary metabolism for
the synthesis of sterols, (3) amino acid-de-
rived pathways in the secondary meta-
bolism, (4) the shikimic acid pathway for
the biosynthesis of aromatic amino acids,
(5) the acetate—malonate pathway from
acetyl coenzyme A (Zaidman et al., 2005).
Fungi (as well as plants) accumulate a wide
variety of secondary metabolites, including
phenolic compounds, polyketides, terpenes
and steroids (De Silva ef al., 2013; Stadler
and Hoffmeister, 2015; Sandargo, 2019).

Phenolic compounds contain one or
more aromatic rings and one or more
hydroxyl groups. They include phenolic
acids, flavonoids, hydroxybenzoic acids,
lignins, tannins and oxidized polyphenols
(Cété, Caillet & Doyon, 2010; D'Archivio,
Filesi & Vari, 2010; Sanchez, 2017).
Terpenoids are fairly common among
mushroom metabolites, with sesquiterpe-
noids, diterpenoids and triterpenoids being
the most commonly isolated metabolites
from Basidiomycota. Among these, triter-
penes are a predominant class of secondary
metabolites, especially for the wood-inha-
biting polypore species, where they are of-
ten present in large quantities in the basi-
diomata (Sandargo et al., 2019). Alkaloids
are a large family of more than 15,000 se-
condary metabolites; they are nitrogenous
substances, basic, of natural origin and res-
tricted distribution. Alkaloids have a com-
plex structure and share three charac-
teristics in common: they are soluble in
water, contain at least one atom of nitrogen
in the molecule, and exhibit biological acti-
vity (Avalos & Pérez, 2009).

Oxidative stress can be defined as the
state where there is an imbalance between
prooxidants and antioxidants, this distur-

bance results in the increase of oxidative
stress and molecular damage of proteins,
lipids, carbohydrates and DNA, leading to
diseases such as cancer, rheumatoid arthri-
tis, and associated cellular degeneration
(Dubost et al, 2007; Lung & Huang,
2012). Antioxidant compounds have the
important ability to eliminate free radicals
and inhibit the oxidative mechanisms that
lead to degenerative diseases; these are dis-
tributed in various products from living or-
ganisms such as grains, fruits, vegetables,
teas, spices, herbs, and fungi (Dubost et al.,
2007; Klaus et al., 2011). Numerous wild
mushroom species were reported to have
antioxidant activity and these properties
have been studied extensively (Song and
Yen 2002; De Silva et al.,, 2013). For
example, basidiomata of Fomitopsis
pinicola (Sw.) P. Karst. and Pleurotus
ostreatus (Jacq.) P. Kumm. show powerful
antioxidant capacity related to low mole-
cular weight compounds, in particular tho-
se from the phenolic fractions (Ferreira et
al., 2009; Heleno et al., 2011; Mohsin et
al., 2011; Reis et al., 2011; Akata et al.,
2012).

Mushrooms seem to be particularly ta-
lented in producing unique terpenoids, for
example pleuromutilin, a tricyclic diter-
penoid, is a naturally occurring antibiotic
from the culture of the mushroom
Clitopilus passeckerianus (Pilat) Singer
(Kavanagh, 1947; Stadler and Hoffmeister,
2015; Sandargo et al., 2019). Other exam-
ples are strobilurins, one of the most su-
ccessful class of agrochemical fungicides;
and illudins from Lampteromyces Singer
and Omphalotus Fayod species (Ompha-
lotaceae) which are sesquiterpenes featu-
ring an unusual cyclopropane as source of
potential anticancer drugs and agrochemi-
cal pesticides (Tanasova and Sturla, 2012).
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In recent years, a number of alkaloids
have been discovered in Basidiomycota;
fungi produce natural alkaloids, the most
studied groups are the indoles and isoxa-
zoles, two simple indole alkaloids: psilocin
(3- [2 (dimethylamino) ethyl] -4-indolol)
and  psilocybin  ([3- (2-dimethyl-
aminoethyl) - 1H-indol4-yl] dihydrogen
phosphate) are present in many mushroom
species (Wieczorek ef al., 2015; Sandargo,
2019). Other isolated alkaloids are the
Erinacerines commonly isolated from
both the cultures and fruiting bodies of
Hericium erinaceus (Bull.) Pers. (Sandar-
g0, 2019), and the Rosellins A and B, red
diketopiperazine alkaloids, isolated from
the fruiting bodies of the mushroom
Mycena rosella (Fr.) P. Kumm. (Lohmann
et al.,2018), the Phlebopines A—C pyrrole
alkaloids isolated from fruit bodies of
Phlebopus portentosus (Berk. & Broome)
(Sun et al., 2018; Sandargo, 2019).

Research applied to the chemical profi-
le and biological potential of the native
species of macroscopic fungi is underdeve-
loped in Paraguay. Many novel biologica-
lly active compounds have been reported
as a result of research on medicinal mush-
rooms (De Silva et al., 2013, Staniszewska
et al.,2017). The search for secondary me-
tabolites of natural products in Paraguay is
limited to the Plantae Kingdom, thus res-
tricting the discovery and application of
new sources of secondary metabolites with
possible biological activities of the Fungi
Kingdom, which has been cataloged as the
second most diverse group of organisms
(2,2 to 3,8 million species) around the
world (Hawksworth & Liicking, 2017),
exceeding that of terrestrial plants by one
order of magnitude (Blackwell, 2011; Dai,
2010), and with immense diversity of spe-
cies in the different ecoregions of our

country. Two records of the mycochemical
and biological profile of a species of the
genus Laetiporus are reported in Paraguay,
ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-33-ol) was
isolated, crystallized and elucidated for the
first time (Vila et al., 2015; Campi, 2017).
Herein the chemical profile of nine species
of native mushrooms is studied, thus provi-
ding novel information for the area of che-
mistry of natural products with mycolo-
gical profile in Paraguay.

MATERIALS AND METHODS

Collection and ethanol extraction:
Basidiomata were collected in the Depart-
ments of Alto Paraguay, Alto Parana, Cen-
tral and Cordillera. A sample of each spe-
cies was deposited in the FACEN Herba-
rium. The samples were determined taxo-
nomically in the Laboratorio de Recursos
Vegetales- Area de Micologia following
the alignments of Robledo & Urcelay
(2009) and Wright and Albertdé (2002)
(Table 1), 20 g of each dried mushroom
powder underwent thorough maceration
with ethanol 96% for a period of 48 hours,
and then every 24 hours until third
extractions were completed under periodic
agitation. The solution was filtered by gra-
vity and then concentrated with subsequent
evaporation of the solvent in a rotary eva-
porator (Rotav, China). The crude extracts
were coded (Table 1) and stored in glass
containers at 4 + 0.5 °C until use (Tiwari et
al., 2011 with modifications).

Qualitative assays of secondary meta-
bolites and reducing sugars: To identify
secondary metabolites and reduce sugars
of fungal extracts, solutions were prepared
and subjected to multiple tests: Dragen-
dorff, Wagner and Mayer for alkaloids;
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Table 1. Collection of information and codification of each studied species.

Species/Code Origin Collection Determination
number

Ampylosporus guaraniticus  Central Department, .

Campi & Robledo San Lorenzo city, M. Campi 014 Campll\,/lii);)elfdo &

/(AG001) university campus
Alto Parana

Gloeophyllum striatum Department, Bahia . .

(Fr.) Murrill /(GS002) Negra city, Estacion M. Campi 149 Campi
Bioldgica 3 Gigantes

g’)’; ‘Z:fft Zévp orus Central Department,

(Cooke) D.A. Reid / Sap Lor.enzo city, M. Campi 019 Campi

(HF003) university campus

Inonotus splitgerberi Cordillera Department,

(Mont.) Ryvarden (IS004) Atyra city, Los Agliero M. Campi 049  Campi & Robledo
country house

e Central Department

Inonotus rickii (Pat.) D.A. . ’ . .

Reid /(IR005) Sap Lorenzo city, M. Campi 270 Campi
university campus

Lentinus lindquistii Central Department,

(Singer) B.E. Lechner & San Lorenzo city, M. Campi 274 Campi & Maubet

Alberto) /(LL006) university campus
Laccaria fraterna (Sacc.) Cordillera Department, C. Mancuello Campi, Maubet &
Pegler /(LF007) Piribebuy city 001 Niveiro
.. , Central Department.
Pisolithus arhizus (Scop.) . ’ . .
Rauschert /(PA008) Sap Lor.enzo city, M. Campi 035 Campi & Maubet
university campus
Alto Parana
. Department,
Trametes cubensis (Mont.) Hernandarias city, M. Campi 007 Campi & Robledo
Sacc. /(TC009) P
Refugio Biologico
Itabd
Liebermann-Burchard and Salkowski for to the positive control: (+) = faint
triterpenes and steroids and FeCl; for reaction/coloration, (++) = medium
tannins; Rosenhein for coumarins; and reaction/coloration, (+++) = intense

Fehling for reducing sugar (Adebayo, Olok
& Olukemi, 2012; Amador et al., 2006;
Koolen et al., 2013; Llata, 1994). Each test
was performed in triplicate and compared
with a positive and negative control
sample. The following was used as a
criterion to evaluate the results, in relation

reaction/coloration, (-) = absence.

Total phenolic compounds: The con
centration of total phenolics was measured
by the method described by Turkoglu et al.
(2007) with modifications. From the crude
extracts, methanolic solutions with a con-
centration of 1 mg.mL" were prepared, 2
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mL of ddH,O and 200 pL of the Folin
Ciocalteu 2N (analytical grade, Merck)
reagent were added to each 1 mL of solu-
tion; the mixtures were homogenized and
left to stand for 5 minutes, 1.5 mL of 20%
sodium carbonate were added, and then the
mixtures weres brought to a volume of 10
mL with distilled water. As a prepared
blank, 1 mL of methanol was used with the
same treatment. The samples were homo-
genized, and after 1 hour of resting in the
dark the absorbance at 760 nm was read in
the spectrophotometer. To construct the
calibration curve, a gallic acid solution
(Sigma-Aldrich®) with concentrations of
0-50 ng.mL™" was used, and 200 uL of each
concentration was treated in the same way
as the sample solutions. The equivalent
concentrations of gallic acid of each sam-
ple extract were determined from the cur-
ve. The results were expressed as the mean
of the triplicates of the absorbances in mi-
lligrams of gallic acid equivalent per grams
of crude extract (mg.g') + standard
deviation (SD).

Concentration and antioxidant acti-
vity: The concentration and oxidant acti-
vity were determined with the DPPH
radical absorbance method according to
Barros et al. (2007) with modifications.
Methanolic solutions of 1 mg.mL™" were
prepared from the crude extracts, from
which 100 pL. were taken, 3.9 mL of
methanolic solution of the DPPHe (Merck)
radical (0.02 mg. mL-1) were added. As a
negative control, 100 pL. of methanol and
3.9 mL of methanol solution of the DPPHe
radical was used. The samples were homo-
genized and incubated in the dark for 1
hour. The reduction of the reagent was evi-
denced by the change in coloration from
dark violet to light yellow, which was mea-
sured with a UV-VIS spectrophotometer

(Thermo SCIENTIFIC Genesys 10S
Model) at A = 517 nm. For the calibration
curve, a methanolic solution of 1 mg.mL"!
of ascorbic acid was used, from which dilu-
tions of 10 to 100 ug.mL™" were prepared;
100 pL were taken from each dilution,
which received the same treatment as the
samples. From the results of the curve, the
equivalent concentration of ascorbic acid
was determined. The results were expre-
ssed as the mean of the analysis performed
in triplicate in milligrams of Ascorbic Acid
Equivalent per g of crude extract (mg.g™)
+ standard deviation (SD). To calculate the
percentage of activity, the following for-
mula was used: % activity = [(absorbance
of DPPH - absorbance of the solution) /
absorbance of DPPH] x 100.

RESULTS AND DISCUSSION

Mushrooms have become an attractive
food and medicinal source. Basidiomy-
cotae produce a wide range of secondary
metabolites ranging from structural com-
ponents with antitumor activity and immu-
nological active to antimicrobial, antifun-
gal, antiviral, cytostatic, enzymes, growth
regulators and flavorings (Rathee et al.,
2012; De Silva et al., 2013; Stadler and
Hoffmeister, 2015; Sandargo, 2019). The
mycochemical properties of the basidio-
mycotae of Paraguay was evaluated.

Qualitative essays

As shown in Table 2, the crude extracts
of the basidiomata studied contain second-
dary metabolites such as alkaloids, ste-
roids, coumarins. The presence of reducing
sugars in ethanolic extracts was also exa-
mined.

Alkaloids: between the tested extracts
LL006 (Lentinus lindquistii) showed a red

30



Campi, M. et al. Evaluation of phenolic compounds, antioxidant activity and bioactive
compounds in fungi

precipitate, which indicates the presence of
alkaloids, as confirmed by Hashimoto et al.
(1972), who described Eritadenine for
Lentinula edodes (Berk.) Singer, an
alkaloid with hypoglycemic properties.
Another extract that showed a strong
positive reaction was LF007 (Laccaria
fraterna); Matsuda et al. (1996) described
the alkaloid Laccarin for Laccaria
vinaceoavellanea Hongo, and Spiteller and
Schrey (2019) described the E-Z-
proxamidine, two isomeric alkaloids with
a highly unusual core structure for
Laccaria proxima (Boud.) Pat.; TC009
(Trametes cubensis) showed positive re-
sults for alkaloids, previous reports by
Bian et al. (2017) for the species Trametes
trogii Berk., reported the presence of
Trametramide (a pyrimidic alkaloid),
qualitative studies revealed the presence of
alkaloids in 7. versicolor (Leliebre-Lara et
al.,2015).

The presence of terpenoid compounds -
and sterols in the ethanolic extract of all the
species studied was checked qualitatively;
this coincides with the work of Yokoyama,
Natori and Aoshima (1975), who indicated
that triterpene carboxylic acids with a
lanostane skeleton occur rather widely in
Polyporaceae and related higher fungi. The
crude extracts that showed the greatest
change in coloration were: IR005 (/nono-
tus rickii), previous studies reported ses-
quiterpenes as inonotic acid A and B in the
species 1. rickii and in the close species 1.
obliquus; the presence of inotodiol,
lanosterol, p-sitosterol, romadendrane
sesquiterpenoids named inonotins (iso-
lated from the culture) and nostane-type
triterpenoids was also established for the
genus /nonotus (Nomura et al., 2008; Kim
etal.,2011; Chen et al., 2014; Isaka et al.,
2017). Another positive species was

PAO008; Lobo et al. (1983, 1988), Baumert
et al. (1997), Zamuner et al. (2005) and
Marquez-Fernandez (2013)  described
several types of sterols for Pisolithus
tinctorius (Pisolithus arhizus) among them
ergosterol, lanosterol and derivatives,
agnosterol, piscolactone and the pisos-
teral. Regarding TCO009, the positive re-
sults coincide with those of Leliebre-Lara
et al. (2015) who obtained positive results
for the species T. versicolor; with respect
to AG001 the extract indicated the presen-
ce of terpenoid compounds and sterols,
previous studies of the genus revealed the
presence of terpenoid compounds (Juma et
al., 2016); with regard to GS002, positive
results agree with the work by Cateni et al.
(2015), who described two triterpene acids
for Gloeophyllum odoratum (Wulfen)
Imazeki, and 10 new ergoste-roids,
(gloeophyllins A-J) for Gloeophy-llum
abietinum (Bull.) P. Karst (Han e al.,
2015).

As for coumarins (Rosenhein and Balje
test) ,all the extracts were positive; for the
genus  Gloeophyllum, Oosponol was
reported as an isocoumarin for the culture
(Rasser et al., 2000). The reducing sugars
were analyzed by the Fehling test, the
extracts that gave positive with greater
intensity were IR005 and PA008, previous
studies on 1. obliguus (Lin et al., 2012)
reported the presence of reducing sugars in
its ethanolic extracts.

Quantitative studies

The crude extracts show a content of
total phenolic compounds with variable
ranges (Table 3). The content of total
phenolic compounds (TPC) of Amy-
losporus guaraniticus (AG001) was 9,30 £
0,82 mg.g' of gallic acid equivalents
(GAE); these results are higher than those
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found by Juma et al. (2016) for the
Amylosporus genus, where they reported
values corresponding to 2.47 to 3.90 mg.
g' GAE.g"' (TPC). These results cons-
titute novel information because it is the
first chemical study ever done since the
description of this native species of
Paraguay (Robledo & Campi, 2017).

The TPC wvalues of Gloeophyllum
striatum (GS002) were 17.01 = 1.56 mg
GAE.g', similar to those found by
Sulkowska -Ziaja et al. (2012) of 19.88 +
2.00 mg GAE.g"' (TPC) for the species
Gloeophyllum sepiarium (Wulfen) P.
Karst.

Regarding Hydnopolyporus fimbriatus
(HF003), values of 6.66 + 0.79 mg
GAE.g"! (TPC) were determined, for the
TPCs the reported range is lower than
those found by Graga et al. (2016) where
they obtained a concentration of 25.85 mg
GAE.g' (TPC), it is worth mentioning
that they analyzed extracts from the myce-
lial tissue and not from the basidiomata.

Inonotus rickii  (IR005) presented
values of 3.70 + 0.48 mg GAE.g"' (TPC),
well below the results found by Zhang et
al., (2015) which cited values of 55.94 mg
GAE. g' (TPC) for Inonotus obliquus
(Fr.) Pilat, considered a medicinal mush-
room; [nonotus splitgerberi (IS004), on
the other hand, showed values of 64, 81 +
2.70 mg GAE.g"' (TPC), comparable to
the medicinal species.

Regarding Lentinus lindquistii
(LL006), values of 15.11 + 1.12 mg
GAE.g'(TPC) were obtained, reports of
species of the same genus cited by Reis et
al., (2011) for Lentinus tigrinus (Bull.) Fr.
reported 17.3 mg GAE.g"' (TPC) similar
to those obtained with LL006. These
results provide important information to
be classified as an endible fungus.

Laccaria fraterna (LF007) yielded
results of 6.76 + 0.30 mg GAE.g" (TPC);
in terms of total phenolic compounds, the
results obtained are greater than those re-
ported by Heleno et al. (2010), who re-
ported 2.85 mg.g' GAE.g"' for Lacaria
amethystina Cooke and 1.59 mg GAE.g"!
for Laccaria laccata (Scop.) Cooke.,
meanwhile Liu et al (2012) reported
results of 9.8 mg GAE.g' (TPC) for
Lacaria amethystina.

With respect to Pisolithus arhizus
(PA008), 64.45 +3.88 mg GAE.g"' (TPC)
were obtained; Reis et al.(2011) reported
concentrations of 298 mg GAE.g" (TPC),
much higher than those found in PA00S,
however to Khadhri, Aouadhi & Aschi-
Smiti (2017) found values of 16.0 = 0.3
mg GAE.g"! for Pisolithus albus.

Trametes cubensis (TC009) presented
total phenolic compound values of 8.98 +
0.89mg.g”' GAE.g"' (TPC), these repre-
sent results similar to those found by
Orhan & Ustiin (2011) for Trametes
versicolor (L.) Lloyd where they reported
values of 9.58 mg.g”! GAE.g"'; however,
MatijaSevi¢ et al. (2016), found higher
values for the same species: 25.8 mg.g”!
GAE.g"' (TPC).

It is worth mentioning that the species
with the highest GAE content is Inonotus
splitgerberi (IS004), with values of 64.81
+2.70 mg GAE.g"', this could be due to
the fact that the Hyme-nochataceae group
which includes Phe-llinus and Inonotus
species were shown to produce phenolic
compounds such as phelligridins and
inonoblins (Lee ef al., 2007; De Silva et
al.,2014).

Mushrooms do not contain flavonoids

Although several authors confirm the
presence of "total flavonoids" in fungal
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Table 3. Values of total phenolic compounds, DPPH and percentage of antioxidant

activity
Species Phe?lggc Gczllgl.[’)g(_)ll;nds Antiox(iﬂlagr.l;_f(;;l:;;l)tration % Activity

AGO01 9.30+0.82 7.64 +0.87 3.88
GS002 17.01 +1.56 10.00 £+ 1.00 7.02
HF003 6.66 +£0.79 4.95+1.69 4.80
1S004 64.81 +2.70 94.12 £ 0.87 12.4
IR005 3.70 £ 0.48 7.27+0.49 7.20
LL006 1511 +1.12 9.51+0.35 6.65
LF007 6.76 £0.30 5.37+£0.37 6.09
PA008 64.45 +3.88 36.66 £0.51 9.13
TC009 8.98 £ 0.89 594+1.14 4.80

*GAE: Gallic Acid Equivalents. AAE: Ascorbic acid equivalent.

extracts, (until October 2015 a total of 136
scientific reports were published descry-
bing the presence of flavonoids for fungi
(Gil-Ramirez et al., 2016)) others sustain
the absence of this metabolite within the
Fungi Kingdom (Ruiz-Rodriguez et al.,
2009; Gil-Ramirez et al., 2016).

Most of the authors used an unspecific
colorimetric method developed to deter-
mine them in plants or plant products; the
colorimetric method used is aluminum
chloride (AICl;) as a selective reaction
agent with certain flavonoids depending
on the reaction medium used (Christ &
Miiller, 1960), this technique is nonspe-
cific for fungi, since they contain chloro-
genic acid, hydroxycinnamic acid, o-
diphenols and molecules that include cate-

chol residues as pigments; all of these in-
cluded ergosterol, and can give false po-
sitives in the AICI; colorimetric assays
(Gil-Ramirez et al., 2016).

In addition to these possible false
positives, no coding sequences for chal-
cone synthase or chalcone isomerase (key
enzymes involved in the biosynthetic
pathway of flavonoids) have been
identified for fungi, this would imply the
impossibility of transforming phenolic
compounds to flavonoids due to the ab-
sence of the transformation catalysts (Gil-
Ramirez et al., 2016). However, several
authors confirmed the presence of flavo-
noids such as: quercetin, luteolin, myri-
cetin, naringenin, naringin, hesperetin,
rutin, morin, kaempferol, chrysin and de-
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rivatives, genistein, apigenin or catechin
(Mattila et al., 2001; Ribeiro et al., 2006;
Ribeiro et al., 2007; Turkoglu et al., 2007,
Kim et al., 2008; Barros et al., 2009;
Palacios et al., 2011; Gasecka et al.,
2017). Notably, these studies rarely used
state-of-the-art analytical chemistry inclu-
ding analytical and preparative HPLC,
high resolution mass spectrometry and
NMR spectroscopy (De Silva et al,
2013).

The lack of coding sequences for en-
zymes involved in the flavonoid biosyn-
thetic pathway in mushrooms is determi-
nant to confirm the absence of production
of flavonoids in the Fungi Kingdom, the
use of nonspecific techniques developed
in plants is the first error committed over
time. Today we know that fungi are orga-
nisms with a metabolism independent
from plants and therefore we must esta-
blish specific tests taking into account the
metabolites produced by them.

With respect to the DPPH assay and
the percentage of antioxidant activity
(Table 2), the extracts AG001, GS002,
HF003, IR005, LL006, LF007 and
TCO009 showed positive correlation bet-
ween the concentrations of phenolic com-
pounds and the antioxidant activity: low
concentrations of these compounds (Table
1) indicated moderate to low antioxidant
activity (Table 2), consistent with
Olennikov (2011) and Keles et al. (2011)
who explain that these are the main anti-
oxidant compounds of the secondary me-
tabolism of fungi, mainly emphasizing
phenolic compounds.

However, PA008 extract showed mo-
derate concentrations of total phenolic
compounds (Table 1), without expressing
efficient antioxidant capacity (Table 2)
(9.13% and DPPH 36.66 + 0.51 mg.g™),
these results are reflected in the work of

Reis et al. (2011), where they reported
high concentrations of total phenolic com-
pounds but specify low antioxidant power,
this could be understood as a contradiction
to the assertions that total phenolic com-
pounds are the main metabolites contribu-
tors in the antioxidant action of fungal ex-
tracts (Keles et al., 2011).

CONCLUSION

Regarding the crude extracts analyzed,
the species Inonotus splitgerberi 15004,
Inonotus rickii TR005 and Pisolithus
arhizus PA00S presented a good chemical
profile when testing positive bioactive se-
condary metabolites such as phenolic
compounds, reducing sugars and alka-
loids, among others; as well as a high
percentage of antioxidant activity. 1S004
showed a chemical profile similar to the
Inonotus obliquus species considered me-
dicinal, used as an antitumor and im-
munomodulatory agent. These prelimina-
ry results confirm the presence of meta-
bolites with possible biological properties
and mark the beginning of the chemical
study within the Fungi Kingdom in Para-
guay. Future studies of isolation and
elucidation of metabolites through analy-
tical and preparative HPLC, high resolu-
tion mass spectrometry, and NMR spec-
troscopy of those extracts that showed a
good chemical profile are necessary.
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Contribuciéon al estudio de liquenes corticicolas del Parque Nacional Ybycui, Depar-
tamento de Paraguari. El Parque Nacional Ybycui (PNY) es un area relevante para la
con-servaciéon de muestras representativas de los bosques de la zona central en la Region
Oriental del Paraguay. El objetivo es dar a conocer las especies, géneros y familias de liquenes
encontrados en los bosques de la reserva. Se seleccionaron dos comunidades boscosas
semicaducifolias: una riberefia y no riberefia. Se tomaron muestras de liquenes unicamente
corticicolas. Para las identificaciones se utilizd la bibliografia especializada y las sustancias
liquénicas fueron iden-tificadas a través de reacciones puntuales de color por medio de
reactivos quimicos tales como hidroxido de potasio, hipoclorito de sodio, fluorescencia en
camara de luz ultravioleta y croma-tografia en capa delgada. En total se identificaron 46
especies distribuidas en 21 géneros y 13 fa-milias. El bosque interior resultd ser mas diverso que
el riberefio, con 28 especies, 17 géneros y 11 familias.

Palabras clave: liquenes, corticicolas, sustancias liquénicas, riberefia

Contribution to the study of corticolous lichens of the Ybycui National Park, Department
of Paraguari. The Ybycui National Park (PNY) is an important area for conservation of
representative samples of the forests from the central zone in the Eastern Region of Paraguay.
The aim of this study is to identify genera and families of lichens found in the forests of the
reserve.Two semi-deciduous forested communities were selected, one riparian and one non-
riparian. Only samples of corticolous lichens were collected. Specialized literature was used for
the taxonomic identifica-tions and the lichen substances were studied through specific colour
reactions using chemical rea-gents such as potassium hydroxide, sodium hypochlorite,
fluorescence in ultraviolet light chamber, and thin layer chromatrography. Forty-six species were
identified, distributed in 21 genera and 13 families. The interior forest turned out to be more
diverse than the riparian forest, with 28 species, 17 genera, and 11 families.

Keywords: lichens, corticolous, lichen substances, riparian

INTRODUCCION encuentran (Barreno & Pérez-Ortega,
2003). Segun el sustrato sobre el que se

En los bosques, la diversidad de los li-  desarrollan, los liquenes se denominan
quenes corticicolas varian en funciéon a la  como corticicolas si crecen sobre corteza,
situacion geografica, el macroclima y las  en el presente trabajo se hace referencia ex-
caracteristicas de la masa forestal donde se  clusivamente a estos liquenes y para una
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primera determinacion se tienen en cuenta
los biotipos. La clasificacién taxondmica
se basa en gran medida en la morfologia de
las estructuras de reproduccion sexual. Las
principales familias y géneros se recono-
cen a partir de la observacion de esporas,
picnidios y ascomas (apotecios o perite-
cios), o propagulos vegetativos (asexuales)
como isidios, soredios, etc. (Alexopoulos
& Mins, 1989; Loengrin & Sipman, 2002;
Hawksworth et al., 2005).

Las claves de Chavez (2006) para li-
quenes del Neotropico describen a los li-
quenes crustosos y cubren cerca de 230 gé-
neros, los liquenes foliosos, 74 géneros,
fruticulosos 45 géneros y refiere que atn la
flora liquénica es pobremente conocida.
Los aportes de Adler (1988); Hale (1976);
Scutari (1995); Calvelo & Liberatore
(2002), Caceres et al. (2014), Cunha et al.
(2015), mencionan a varios géneros y es-
pecies de liquenes para América del sur.

Algunos grupos o géneros de macroli-
quenes (fruticulosos y foliosos) y microli-
quenes (crustosos y foliicolas) han sido
profundamente trabajados en Argentina
(Rodriguez et al., 2016; Filippini et al.,
2015; Adler, 2013; Ferraro & Michlig,
2012; Rodriguez et al., 2011; Estrabou et
al.,2006). Los macroliquenes en el pais li-
mitrofe presentan mayores estudios hasta
la actualidad.

Los trabajos publicados para Paraguay
sobre biodiversidad de liquenes, distribu-
cion geografica, y clasificacion taxond-
mica tuvo un periodo de pausa prolongado
en relacion a sus estudios, el mas relevante
presentado por Ferraro (1999) y otros cita-
dos como el género Haematomma de
acuerdo a su distribucion y descripcion
fueron también citados para Cuba, Méxi-
co, Costa Rica, Panama, Venezuela, Co-

lombia, Brasil, Uruguay (Staiger & Kalb,
1995; Brodo et al., 2008).

El PNY cuenta con un inventario de
herpetofauna, de animales vertebrados e
invertebrados, inventario de flora, la infor-
macion existente a través de estudios de in-
vestigacion contribuye a las acciones de
manejo y conservacion de la biodiversidad
en el lugar y el conocimiento de la mico-
biota liquenizada asi como el monitoreo en
el futuro, implicarian aportes para la cien-
cia de gran valor (Pinazzo, 2015).

El objetivo de este trabajo fue iden-
tificar los géneros y especies de liquenes
corticicolas en dos comunidades boscosas
naturales en el area de estudio. Se listan
los géneros y especies estudiados para el
PNY y se incluyen claves para la iden-
tificacion.

MATERIALES Y METODOS

El Parque Nacional Ybycui (PNY), si-
tuado en el departamento de Paraguari, a
25 km del centro de Ybycui, y a 150 km
de la ciudad de Asuncion, cuenta con
5.000 hectareas. Se encuentra distribuido
en mayor proporcidon, en el distrito de
Ybycui y en una menor proporciéon en el
distrito de Mbuyapey, ambos correspon-
dientes al mismo departamento. La coor-
denada en el punto central del parque es
26° 04°51,58 Sur 'y 56° 49°22,80 Oeste.

A pesar de que en términos generales el
clima del PNY no difiere mucho del clima
regional, pueden existir variaciones de
temperatura y precipitacion en la unidad de
conservacion, con respecto al Departa-
mento de Paraguari, siendo la precipitacion
media anual de 1.400 a 1.600 mm y la tem-
peratura media anual de 23°C (Secretaria
Técnica de Planificacion, 2007; Gonzalez,
2008; Moran, 2012).
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Constituye una de las pocas areas sil-
vestres protegidas con limites definidos
casi en su totalidad. Desde su creacion por
Decreto N° 32.772 el 16 de mayo de 1973
ha contado con lineamientos minimos para
definir a nivel de terreno los limites fisicos
para las operaciones de manejo y control
(Pinazzo, 2015) (Fig. 1).

Fueron seleccionados dos sitios de
muestreo en dos unidades boscosas dentro
del parque: un bosque semicaducifolio ri-
berefio (BR), cercano a un curso de agua
denominado arroyo Guarani, en llanuras de
inundacion donde se seleccionaron los ar-
boles situados a no mas de 50 m desde la
orilla hacia el interior y un bosque semica-
ducifolio no riberefio (BNR), al interior en
el area en donde ya no se producen inunda-
ciones ni anegamientos. Para cada sitio y a
modo de ordenar la toma de muestras, se
realiz6 una transecta de 1km de extension.
Se realizaron dos campaiias de campo entre
los meses de agosto y setiembre de 2016.
La humedad atmosférica de cada area fue

medida por medio de un higrometro digi-
tal. Los forofitos seleccionados en las tran-
sectas presentaron un DAP (didmetro a la
altura del pecho) de 10 cm en adelante y
las colecciones de los liquenes se realiza-
ron desde la base del arbol hasta 1,5 m de
altura (Estrabou, 2007; Aptroot et al.,
2008). Todos los materiales colectados
fueron registrados con fotografias.

Cada ejemplar fue colocado en sobres
de papel con las caracteristicas correspon-
dientes y luego transportadas al laborato-
rio para la preparacion, analisis e identifi-
cacion. En el procedimiento de curacion se
utilizd la metodologia citada por Adler
(1989) y Spielman (2005).

Se realizaron estudios de rutina morfo-
loégicos, anatomicos y quimicos (Michlig
& Ferraro, 2012). Se elaboraron claves
dico-tomicas de los géneros estudiados.

Algunos de los materiales de referen-
cias utilizados para la nomenclatura fueron
Estrabou (1999); Caceres & Lucking
(2000); Caceres (2007); Aptroot et al.

Figura 1. Limites definidos del Parque y puntos de muestreo dentro del area protegida.
Fuente: Pinazzo, 2015.
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(2008); Aptroot et al. (2009); Nelsen et
al.(2009); Lucking et al. (2009); Aptroot et
al. (2013); Céaceres et al. (2014); Michlig
et al. (2015); Mendonga et al. (2016).

Se utilizaron bases de datos como My-
coBank (http://www.mycobank.org/MB/),
IndexFungorum(http://www.indexfungo-
rum.org/names/names.asp), MicotaxonPu-
blications  (http://www.mycotoxon.com/
publications.html), con el fin de corroborar
los nombres cientificos de todas las espe-
cies. Asi como aquellas especies con sino-
nimias que fueron incluidas en la descrip-
cion taxonomica citadas por MycoBank.

Las especies identificadas fueron depo-
sitadas en el Herbario de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales y los duplica-
dos depositados en CTES y FCQ.

RESULTADOS

Un total de 60 ejemplares fueron colec-
cionados de ambos bosques para su estudio
taxonomico. De las cuales se identificaron
13 familias, 21 géneros y 46 especies. La
identificacion de algunos ejemplares no
fue posible debido a que las muestras se en-
contraban estériles.

Las especies indeterminadas se mencio-
nan como sp y estan numeradas secuen-
cialmente desde el ntimero 1 indicando las
presentes en cada género.

La familia Arthoniaceae resulto ser la
mas diversa con 2 géneros y 10 especies y
la Parmeliaceae con 4 géneros y 8 especies.
Los siguientes resultados en relacion al nu-
mero de especies para las demas familias

fue de la siguiente manera Collemataceae
(5), Ramalinaceae (4), Gyalactaceae y
Physciaceae con igual nimero de especies
(4). Las restantes familias presentaron can-
tidades iguales de géneros y especies
(Tabla 1).

En el Bosque Riberefio se reconocié un
total de 9 familias, 12 géneros y 23 espe-
cies (Tabla 2).

En el Bosque no Riberefio se identifica-
ron 11 familias, 17 géneros y 28 especies
(Tabla 3).

En ambos bosques las especies mas di-
versas fueron del Género Cryptothecia

(Fig. 2y 3).

Tabla 1. Numero de géneros y especies de las
familias de liquenes identificadas en los bos-
ques del PNY

N°DE N° DE
FAMILIA GENEROS ESPECIES

Arthoniaceae 2 10

Chrysothricaceae

Collemataceae

Graphidaceae

Gyalactaceae

Haematommataceae

Letroutiaceae

Malmidaceae

Parmeliaceae

Physciaceae

Pyrenulaceae

1
2
2
1
1
Lecideaceae 1
1
1
4
1
1
3

A= (R[OOI [(W| == |(N|[—

Ramalinaceae

TOTAL 13 21

S
(=)
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Tabla 2. Sistematica de los liquenes corticicolas del BR

Familias Géneros Especies
Arthoniaceae Cryptothecia Stirt. Cryptothecia punctosorediata Sparrius
Cryptothecia spl
Cryptothecia sp2
Cryptothecia sp3
Herpothallom Tobler Herpothallon rubrocinctum (Ehrenb. Fr.)
Aptroot, Liicking & G. Thor.
Collemataceae Leptogium (Ach)Gray Leptogium cyanescens (Ach.) Korb.
Leptogium marginellum (Sw.) Gray.
Leptogium spl
Graphidaceae Dyorygma Eschw Diorygma spl
Leucodecton A.Massal Leucodecton occultum (Eschw.) Frisch
Gyalactaceae Coenogonium Ehrenb. Coenogonium interplexum Nyl.
Coenogonium siquirrense f. denticulatum
Rivas Plata & Lucking
Letrouiticiae Letrouitia Hafellener y Letrouitia vulpina (Tuck.) Hafellener y
Bellen Bellem
Parmeliaceae Canoparmelia Elix & Hale  Canoparmelia caroliniana (Nyl.) Elix &
Hale
Canoparmelia spl
Canoparmelia texana (Tuck.) Elix & Hale
Parmotrema reticulatum(Taylor) M. Chois
Parmotrema A.Marssal Parmotrema tinctorum (l()esgr. e)x Nyl.) Ha}lle
Physciaceae Heterodermia Trevis. Heterodermia oscurata (Nyl.) Trevis.
Pyrenulaceae Pyrenula Ach. Pyrenula mamillana (Ach) Trevis.
Ramalinaceae Phyllopsora Mull.Arg. Phyllopsora corallina(Eschw.)Mull.Arg
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Figura 2. A: Cryptothecia punctosorediata, foto en campo. B: foto en la-
boratorio C: 16bulos presentes D: soredios.

Figura 3. A: Cryptothecia striata, foto en campo. B: foto en laboratorio y
presencia de protalo blanco. C: apotecio lecanorino D: soredios.
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Tabla 3. Sistematica de los liquenes corticicolas del BNR

Familias Géneros Especies
Arthoniaceae Cryptothecia Stirt. Cryptothecia striata G.Thor.
Cryptothecia sp4
Cryptothecia sp5
Cryptothecia sp6
Cryptothecia sp7
Herpothallon Tobler Herpothallon  rubrocinctum  (Ehrenb.)
Aptroot, Liicking & G. Thor.
Chrysotrichaceae  Chrysothrix Mont. Chrysothrix granulosa G. Thor.
Collemataceae Collema Weber ex F.H. Collema furfuraceum Du Rietz
Wigg
Leptogium (Ach) Gray. Leptogium azureum (Sw. ex Ach.)
Leptogium cyanescens (Ach.) Korb.
Gyalectaceae Coenogonium Ehrenb. Coenogonium isidiatum(G.Thor & Vezda)
Lucking, Aptroot & Sipman
Coenogonium spl
Haematomataceae Haematomma A Massal Haematomma flexuosum Hillman
Lecanoraceae Lecanora Ach. Lecanora caesiorubella Ach.
Letrouitiaceae Letrouitia Hafellener y Letroutia dominguensis (Pers.) Hafellner
Bellen Letroutia spl
Malmidaceae Malmidea Kalb, Rivas Malmidea piperis (Spreng.) Kalb, Rivas Plata
Plata & Lumbsch & Lumbsch
Malmidea vinosa (Eschw.) Kalb, Rivas Plata
y Lumbsch
Parmeliaceae Flavopunctelia Flavopunctelia praesignis (Nyl.) Hale
(Krog)Hale
Parmotrema A.Marssal.  Parmotrema tinctorum (Despr. ex Nyl.) Hale
Usnea Dill.ex Adans. Usnea steineri Zahlbr.
Physciaceae Heterodermia Trevis. Heterodermia oscurata (Nyl.) Trevis.
Phaeophyscia Moberg Phaeophyscia spl
Phaeophyscia sp2
Phaeophyscia sp3
Ramalinaceae Ramalina Ach. Ramalina  celastri  (Spreng.) Krog &
Swinscow
Ramalina sorediosa (de Lesd.) Landron
Phyllopsora Mull.Arg Phyllopsora furfuracea (Pers.) Zahlbr
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Clave de Géneros

La siguiente clave para la identificacion de  estudiadas en el Parque Nacional Ybycui y
géneros incluye todos los morfotipos de li-  se refiere inicamente a los taxa analizados
quenes corticicolas de las dos comunidades  en este estudio.

1

10

10°

Talo filamentoso, filamentos algales (Trentepohlia) rodeados del micobionte, de

un color verde limoén intenso.....................c..u. Coenogonium (C.interplexum)
Talo nunca fillamentoso ..........ooeiuiitiii e 2
Talo frutiCuloS0. . ... e, 3
Talo deprimido dorsiventralmente, sin eje central....................cceeevene. Ramalina
Talo cilindrico conun eje central..............cooiiiiiiiiiiiiiii Usnea
Talo fOlioS0 0 CTUSIOS0. ... u ettt e, 4
Talo fOl10S0. .. ueeeet e 5
Talo gelatinoso, generalmente de color azul hasta negro, con cianobacteria..........6
Talo SIN COTEEZA. ... eneee ettt Collema
Talo con corteza pseudoparenquimatica. ...........oevvveeeiiieennenennnnn Leptogium
Talo nunca gelatinoso, superficie de color blanquecino, gris a verde.................. 7
Talo verde amarillento, superficie superior con pseudocifelas....... Flavopunctelia
Talo gris o gris verdoso, superficie sin pseudocifelas.............c..oooeiiiiiiiiiin, 8

Corteza superior emaculada o maculada, con l6bulo ancho grande o pequefio mayor

A L S MM e 9
Loébulo pequefio redondeado de 1.5 a 5.mm., sin cilias.................. Canoparmelia
Loébulo grande y ancho de 5 mm, en adelante con cilias negras........... Parmotrema
Corteza superior emaculada con lobulos pequefios, menor a2 mm................... 10

Con corteza inferior castafo-oscura a negra, KOH negativa en la cor-

115 S Phaeophyscia
Con o sin corteza inferior, en caso de no tener corteza, la médula color blanca o
blanca con manchas mas oscuras, KOH + amarilla en la corteza........ Heterodermia
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g I ] 14 1 8]0 Yo J 11
| B o 1T (o o) (ST 1< 12
12 Ascospora transversalmente septada, de color marron a gris.................. Pyrenula
12> Ascospora muriforme, de colormarron...............ooeveeiiiiiiiinnnn.. Leucodecton
L1177 APOLECIO PIESEILC. ... e ettt et e ee ettt e et et e e ettt e tee et et e et e rineeaeans 13
13 Apotecio 1eCideINO. .. .viiei it e 14
14  Ascospora simple o raramente septada.............oevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiea, 15
14°  AsSCOSPOTa SEPLaAda. ... o.uiueiniitit et e et e e e Letroutia
15  Con superficie superior con isidio.........ccvoevuiiiiiiiiiiiiininiananne. Phyllopsora
15> Con superficie superior sin propagulo vegetativo................cecevennene Malmidea
13 ApOtecio 1€CanOTiNO. ... ..oueieie ettt 16
16  Ascospora fusiforme y menos de 9 septos...........cocevvvvvvininninnnnn. Haematomma
16°  ASCOSPOTa SIMPLC....uuiet ittt ittt e e e as Lecanora
17  Talo con propagulo vegetativo, 1SIdI0. ......ovvirrirtitiiteiteieieiteiieieereaannens 18
18  Con protalo de colorT0J0. .. ..ouuiueieii e Herpothallon
187  Con protalo de color blanco.............oeviiiiiiiiiiiiiii e Cryptothecia
17> Talo con propagulo vegetativo, SOTediO. .........ovueruiiniiiiiii e, 19
19  Granulo sorediado pulverulento de color blanco, verde a grisaceo.................... 20
19° Granulo redondeado y compacto de color amarillo brillante a verde amari-

LL0. e Crysotrix
20  Médula blanca, parches irregulares de médulaI+........................... Cryptothecia
20’  M¢édularoja, cubierta de maculasenparte.............ccoeveiiniiiiniiniinnn.. Dyorygma

DISCUSION Canoparmelia texana (Tuck.) Elix & Hale.

Leptogium marginellum (Sw.) Gray. Par-

Ferraro (1999) citdé 93 especies, agru- motrema praesorediosum (Nyl.) Hale.
padas en 43 géneros y 20 familias, para di-  Parmotrema tinctorum (Despr. ex Nyl.)
ferentes localidades del Paraguay, de las Hale.
cuales 4 especies también se encontraron Los microliquenes de mayor signifi-
en los sitios de colecta del presente estudio:  cancia en ambas comunidades fueron de la
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familia Arthoniaceae: Herpothallom ru-
brocinctum (Ehrenb. Fr.) y Cryptothecia
Stirt., las que presentaron estructuras ve-
getativas como isidios y soredios respec-
tivamente, distribuidos en todo el talo. Se
deduce que la manera de reproduccion,
justifica su presencia en los ambientes
seleccionados (Kaffer ef al.,2011).

Los liquenes de la familia Arthonia-
ceae, fueron dificiles de identificar. Exis-
ten pocos estudios a nivel regional (Céce-
res, 2007) debido a que en la mayoria de
los casos la determinacion de especies ne-
cesita de estudios de biologia molecular,
aunque pruebas puntuales quimicas sirvie-
ron para separar una especie de otra. Por
esta razon las especies del género Crypto-
thecia se presentaron como morfoespecies
(spl al sp7).

Una primera comparacion entre los li-
quenes identificados en BR y en BNR
muestra que solo comparten un namero
relativamente pequefio de especies (5).
Las especies de liquenes compartidos en-
tre los sitios fueron Cryptothecia striata
G.Thor Herpothallon rubrocinctum (Eh-
renb.: Fr.) Aptroot, Liicking & G. Thor.
Heterodermia  oscurata (Nyl.) Trevis.
Leptogium cyanescens (Ach.) Korb. Par-
motrema tinctorum (Despr. ex Nyl.) Hale.
Marcelli (1992) manifiesta sobre la pre-
sencia de especies liquénicas en determi-
nados lugares y su relacion por la capa-
cidad de desarrollo de los especimenes de
acuerdo a aspectos ecoldgicos y repro-
ductivos de las mismas.

Las dos comunidades boscosas con ca-
racteristicas ambientales propias presenta-
ron una diversidad variable de comunida-
des liquénicas. El resultado pudo deberse a
la influencia de la humedad en el bosque
riberefio. El agua es un factor limitante en
la distribucion de los liquenes, estos tam-

bién dependen del vapor de agua de la at-
mosfera, de la humedad relativa y de la
capacidad de los sustratos para retener el
agua o condensarla (Barreno & Pérez,
2003). Ademas Spielman (2005), justifica
la presencia de conjuntos definidos de es-
pecies liquénicas en relacion a la edad de
sus habitats y la comunidad natural estable
donde se desarrollan.

CONCLUSIONES

El presente trabajo es considerado como
una primera contribucion a la caracteriza-
cion de la diversidad de liquenes del PNY,
teniendo en cuenta la extension y existen-
cia de otros tipos de bosques no estudiados
en el parque. Con base a los datos recauda-
dos hasta el momento, la continuidad de su
estudio es relevante.

Se elabor6 una sintesis del enfoque ta-
xonomico actual, con algunas dificultades
en el transcurso de su redaccion, la dificul-
tad de disponer de material en los herbarios
y escasos materiales de referencia de algu-
nas familias y géneros estudiados como por
ejemplo las familias Chrysotrichaceae, Le-
trouitiaceae, Malmidaceae y Phisciaceae,
esta ultima de morfologia escamosa requi-
rieron de mas tiempo y esfuerzo en su de-
terminacion por su tamaio, forma, ausen-
cia de estructuras reproductivas entre otros.

Una comparacion entre los liquenes
identificados en BR y en BNR muestra que
solo comparten un numero relativamente
pequetio de especies (5) de morfotipo crus-
toso y folioso, y una caracteristica resal-
tante todos ellos presentaron propagulos
vegetativos (soredios e isidios). Al compa-
rar la diversidad y los habitos de creci-
miento el BR presento liquenes filamento-
sos y el BNR liquenes fruticulosos. Se
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aportan datos de especies que difieren mi-
ninamente por caracteristicas puntuales de
color a través de reacciones quimicas como
los microliquenes. La deteccion y confir-
macion de componentes quimicos y el es-
tudio de los caracteres morfoldgicos fueron
considerados de gran valor para la descrip-
cion taxonomica y posterior realizacion de
la clave dicotdémica.

Por ultimo, se concluye que los traba-
jos de biodiversidad y distribucion de li-
quenes en Paraguay presentan campos to-
davia no explorados. Los periodos de co-
lectas de trabajos cientificos anterior-
mente realizados demuestran que a pesar
de formar parte de los demas seres vivos
pasa desapercibido ante la vista e interés
de investigadores nacionales y extranje-
ros.
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