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RESUMEN

Desde hace mucho tiempo, los hongos silvestres han sido parte de la dieta humana,
por lo que se colectan en muchos paises, como México, donde se conoce una gran
diversidad de especies comestibles, muchas de las cuales tienen potencial para ser
cultivadas en condiciones de invernadero. Los hongos son una fuente valiosa de
nutrientes, y se les considera alimentos funcionales; ademas de tener potencial para
usos biotecnoldgicos. El presente trabajo se llevé a cabo con especies de hongos
silvestre colectados en la huasteca potosina. Se determiné que los extractos
metandlicos de estas especies no tienen una actividad antifingica significativa; sin
embargo, especies como Daldinia sp., Laetiporus sulphureus, Panus lecomtei,
Polyporus sp. y Volvariella bombycina, si demostraron tener un efecto
antihelmintico. Por medio de dos ensayos (DPPH y FRAP), se detecté una gran
capacidad antioxidante total en Cookeina sulcipes y Cookeina tricholoma; asimismo,
C. tricholoma, C. sulcipes y P. lecomtei presentaron los valores nutricionales mas
altos (porcentaje de ceniza, extracto etéreo, fibra cruda, proteina cruda y extracto
libre de nitrdgeno). Se aislaron y caracterizaron cepas de Lentinus crinitus, Panus
lecomtei, Phillipsia domingensis y Pycnoporus sanguineus; su criogenizacién no
afectd la recuperacion del crecimiento micelial ni la tasa de crecimiento posterior a
su descongelacion. Las cepas de P. lecomtei, P. domingensis y P. sanguineus
produjeron cantidades pequefias de biomasa en un medio liquido de sacarosa y
extracto de levadura, sin embargo, bajo condiciones fisicoquimicas y nutricionales
adecuadas, podrian producir cantidades mas altas de micelio. Por altimo, por medio
de un ensayo de hidrolisis de diacetato de fluoresceina, se determind que la maxima
actividad metabdlica del in6culo de las cuatro cepas aisladas se presenta a los 28
dias, lo que sugiere que en este tiempo podria darse una rapida iniciacion de

invasion del sustrato, en el que posteriormente se llevara a cabo la fructificacion.

Palabras clave: Hongos silvestres comestibles, actividad antifungica, actividad
antihelmintica, capacidad antioxidante, analisis quimicos proximales,

crioconservacion, potencial biologico.



SUMMARY

For long time, wild mushrooms have been part of the human diet, so they are
collected in many countries, such as Mexico, where a great biodiversity of edible
species is known, many of which, have the potential to be cultivated in greenhouse
conditions. Fungi are a valuable source of nutrients, and are considered functional
foods; in addition, it is known that they have potential for biotechnological uses. The
present work was carried out with species of wild mushrooms collected in the
huasteca potosina. It was determined that the methanolic extracts of these species
do not have a significant antifungal activity; however, species like Daldinia sp.,
Laetiporus sulphureus, Panus lecomtei, Polyporus sp. and Volvariella bombycina,
did show an antihelminthic effect. By means of two assays (DPPH and FRAP), a
significant antioxidant capacity was detected in Cookeina sulcipes and Cookeina
tricholoma; also C. tricholoma, C: sulcipes and P. lecomtei had the highest nutritional
values (percentage of ashes, ethereal extract, raw fiber, raw protein and nitrogen
free extract. Strains of Lentinus crinitus, Panus lecomtei, Phillipsia domingensis and
Pycnoporus sanguineus were isolated; their cryogenization did not affect the
recovery of micelial growth, or the growth rate after thawing. Strains of P. lecomtei,
P. domingensis and P. sanguineus produced small amounts of biomass in a liquid
medium of sucrose and yeast extract, however, under adequate physicochemical
and nutritional conditions, they might produce higher amounts of mycelium. Finally,
by means of a fluorescein diacetate hydrolysis assay, it was determined that the
maximum metabolic activity of the inoculum of the four isolated strains occurs at 28
days, which suggests that at this time, a rapid initiation of substrate invasion, in which
fruiting will take place, might occur.

Key words: Wild edible musrooms, antifungal activity, antihelminthic activity,
antioxidant capacity, proximal chemical analysis, cryopreservation, biological

potentia



CAPITULO I. INTRODUCCION

A. GENERALIDADES

Los hongos son organismos que durante mucho tiempo fueron considerados
parte del grupo de las plantas, sin embargo, desde hace varias décadas, se les ha
reconocido como un grupo independiente, el reino Fungi. Estos organismos se
alimentan por medio de la absorcion de los nutrientes disponibles en el medio en el
que se encuentran, necesitando pocas cantidades para su desarrollo (Guzman,
2007).

Desde tiempos remotos, el hombre consume hongos como parte de su
alimentacion (Mata et al., 2007), la colecta de hongos silvestres comestibles (HSC)
es una practica que se realiza en muchos paises de todo el mundo, incluyendo
México, ya sea para para autoconsumo o con fines comerciales. Tal actividad se ha
practicado de manera tradicional durante miles de afios (Boa, 2005), y actualmente
se sigue llevando a cabo, prueba de ello es la gran variedad de especies silvestres
que se recolectan en los campos, y que posteriormente son vendidos en los

mercados locales.

Los HSC son muy apreciados debido a que: 1) son una fuente muy valiosa
de nutrientes, aportan proteinas, minerales y fibra, ademas de poseer un bajo
contenido de grasa; 2) son una fuente importante de beneficios econémicos para
las comunidades, y también para economias de nivel nacional; 3) muchas especies,
principalmente las micorricicas, contribuyen a mantener los bosques saludables y
con un buen crecimiento; 4) porque tienen un gran valor cultural para las
poblaciones rurales de los paises en desarrollo, como México; y 5) algunas de sus
especies también son medicinales y/o tienen propiedades antioxidantes (Boa, 2005;
Mata et al., 2007).



El principal beneficio que se le atribuye a los HSC es por su valor alimenticio,
ademas de su agradable sabor y textura, por lo que existe un gran interés por el
conocimiento y cultivo de estos organismos; sin embargo, los hongos son poco
conocidos por la poblacion, sobre todo la urbana, aun cuando han formado parte de
la dieta mexicana desde épocas prehispanicas (Boa, 2005; Sanchez & Mata, 2012;

Martinez-Carrera et al., 2012).

A pesar de que en México se tiene conocimiento sobre una amplia diversidad
local de hongos comestibles, y éstos son aprovechados en varias localidades de
distintos estados del pais, la produccién a gran escala para su comercializacién se
limita a unas pocas especies, principalmente de los géneros Agaricus, Pleurotus, y
recientemente, Lentinula (Martinez-Carrera, 2002a). En la actualidad, ademas, la
mayoria de las cepas utilizadas en México para su produccion provienen de América
del Norte, Europa y Asia (Arana-Gabriel et al., 2014), por lo que es importante el
desarrollo de investigaciones enfocadas a la generacién de cepas nativas, lo que
podria llevarnos a un aprovechamiento econémico de nuestros recursos naturales,
pues en los ultimos 30 afios ha aumentado el comercio de una gran cantidad de
especies de HSC (Boa, 2005).

La diversidad de climas en México, junto con la variedad de sustratos
disponibles (subproductos de la agricultura y de la actividad forestal), generan la
posibilidad para el cultivo de diversas especies de HSC; aun asi, y a pesar de los
avances que se han tenido con algunas especies (p. ej. Volvariella volvacea,
Flammulina velutipes y Auricularia spp.), son pocos los estudios que se han hecho
en México con esta finalidad. Es por esto que aun gqueda mucho trabajo por hacer,
con respecto a la generacion de inoculo e introduccion al mercado de variedades
locales, ademas de la seleccion de sustratos que se pueden encontrar en diferentes
regiones del pais, con la finalidad de impulsar la productividad de los sistemas

agricolas (Mata et al., 2007).



B. DIVERSIDAD DE HONGOS

Los hongos constituyen un importante linaje de organismos eucarioticos, se
estima que existen alrededor de 5.1 millones de especies, por lo que representan el
segundo grupo mas diverso, superado sélo por los artrépodos (O Brien et al., 2005;
Blackwell, 2011), sin embargo, sélo se han descrito alrededor de 100 000 especies
(Kirk et al., 2008), es decir, menos del 2% del total de las especies que se estima

existe en el mundo.

Esta gran diversidad se atribuye a que, debido a sus bajos requerimientos
nutricionales y su capacidad para resistir condiciones extremas, se desarrollan en
practicamente todos los ambientes de la superficie de la Tierra; se encuentran en el
agua, en el suelo, en una gran variedad de materiales organicos (p. €j. restos
vegetales o de animales) e incluso como paréasitos de otros organismos, o de ellos
mismos (Guzman, 2007; Blackwell, 2011).

Guzman (1998) estimé que en México hay 200 000 especies de hongos, de
las cuales apenas se conocen 8 000, por lo que el conocimiento de la micobiota
nacional es apenas del 4%. El mismo autor sefiala que Veracruz es el Estado en el
gue mas atencion se ha prestado a este grupo, y es ahi donde se calcula que existen
alrededor de 50 000 especies de hongos, aunque el conocimiento también es

limitado.

De toda la diversidad de hongos que se conocen a nivel mundial, se
considera que aproximadamente 5 000 especies tienen algun grado de
comestibilidad, y que mas de 2 000 de éstas representan a las especies comestibles
principales; algunos de los géneros mas comunes son: Agaricus, Auricularia,
Amanita, Boletus, Cantharellus, Lactarius, Lentinus, Morchella, Pleurotus, Ramaria,
Tuber y Volvariella; s6lo por mencionar algunos. A pesar de esta gran variedad, son
30 las especies que son cultivadas comercialmente, sin embargo, solo seis de ellas
han alcanzado una escala industrial de produccién a nivel global (APCAEM, 2012;
Boa, 2005).



C. VALOR CULTURAL

El conocimiento micolégico tradicional es aquel que las comunidades locales
han generado sobre los hongos en su ambiente, como resultado de un proceso de
observacion, ensayo y error; dicho conocimiento es la base del aprovechamiento de
los hongos silvestres, pues debido a éste las personas han aprendido a distinguir
entre los hongos téxicos y los comestibles, o bien, hongos con otro tipo de usos,

como medicinal o alucinégeno (Garibay-Orijel et al., 2010).

Los HSC han sido recolectados y consumidos alrededor del mundo desde
hace miles de afios; en Latinoamérica, la tradicion micofilica se restringe casi
exclusivamente a México, con cierta ocurrencia en otros paises (Argentina, Bolivia,
Brasil, Chile, Colombia, Guatemala, Perd, Uruguay y Venezuela) (Boa, 2005;
Garibay-Orijel et al., 2010). Garibay-Orijel y Ruan-Soto (2014) han reconocido 371
especies de hongos comestibles en México, y conforme se desarrollan estudios
etnomicologicos en el pais, este nimero incrementa en un promedio de tres

especies por aflo (Moreno-Fuentes, 2014).

En el centro de México se encuentran comunidades que se reconocen a si
mismas como comunidades hongueras, debido a que muchas familias se dedican
a la recolecta y venta de hongos comestibles, principalmente durante la temporada
de lluvias (Montoya et al., 2004; Ruan-Soto, 2005); cuando esto es con fines de
autoconsumo, el conocimiento tradicional les proporciona una dieta mas variada y

de alta calidad, sin un costo econdmico directo (Garibay-Orijel et al., 2010).

Los conocedores locales relacionan las especies con sustratos especificos
(p. €j. hojarasca, madera viva o en descomposicion, estiércol, suelo forestal), asi
como también identifican los periodos de fructificacion de las especies; es asi que
separan a los hongos que fructifican antes o después del periodo de lluvias, de
aguellos propios de esta temporada. De esto depende su decision de salir al monte

a colectar hongos, o posponerlo dadas las pocas probabilidades de encontrar



cantidades suficientes (Garibay-Orijel et al., 2006; Ruan-Soto et al., 2004). Ademas,

distinguen a los hongos de llano de aquellos que crecen en el bosque.

Dado que la cocina es considerada una expresion cultural que da identidad
a una region o grupo social, en ésta se puede apreciar la relevancia cultural de los
hongos en nuestro pais. En algunos documentos especificos de alimentacion y
cultura de México, es comun que los hongos estén representados, aunque en menor
proporcion respecto a las plantas y los animales; aun asi, en las culturas locales se
pueden encontrar diversas formas tradicionales de preparar y guisar los hongos
(hervidos, asados, fritos o como el elemento principal del platillo); esto es un
indicador de que estos organismos forman parte del conocimiento tradicional de
estos pueblos (Garibay-Orijel et al., 2010; Moreno-Fuentes, 2014).

D. VALOR NUTRICIONAL

En varias partes del mundo, los hongos comestibles son considerados un
valioso y nutritivo complemento de la dieta de la poblacién rural, incluso, en algunos
lugares donde la ingesta de proteinas animales es baja, se considera a los hongos

como sustitutos de la carne (Boa, 2005; Garibay-Orijel et al., 2010).

Los hongos, al constituir un reino de la naturaleza independiente de las
plantas y los animales, aportan propiedades nutrimentales que son udnicas y
diferentes de otros alimentos ampliamente consumidos (Chang & Miles, 2004;
Martinez-Carrea et al., 2010). Estas propiedades pueden variar debido a la
influencia de factores como la especie, el desarrollo del cuerpo fructifero, la region
del mundo donde crecen, la época del afio y el tipo de suelo, por mencionar algunos;
los métodos analiticos utilizados influyen en el conocimiento que se tiene sobre su

valor nutrimental (Moreno-Fuentes, 2014).

En general, los hongos son muy apreciados porque se sabe que contienen

proteinas de alta calidad, debido a que éstas son ricas en aminoacidos esenciales,
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particularmente en lisina y leucina. En términos de base seca, los hongos suelen
contener entre 19 y 35% de proteina; en comparacion, el arroz contiene 7.3%, la
soya 39.1%, y la leche, un producto de origen animal, 25.2%. Estas especies
también son valoradas por su bajo contenido de grasa total; porque contienen un
alto porcentaje de acidos grasos no saturados; y porque aportan cantidades
considerables de fibra nutricionalmente valiosa. Incluso, por su contenido de
vitaminas, entre las que destacan el complejo B (B1, B2, Bs, Bs, B12), la vitamina C
(acido ascorbico) y vitamina D, asi como por su contenido de minerales como
potasio, fosforo, sodio, calcio y fierro, los hongos pueden ser comparables con
algunos vegetales (Mata, 2007; Chang & Miles, 2004).

La preferencia por algunos alimentos no necesariamente esta relacionada
con el valor nutricional de éstos; la apariencia, el sabor y el aroma, a menudo son
factores importantes en la estimulacion del apetito y la determinacion del gusto por
algunos productos. Asi pues, ademas de su valor nutritivo, los hongos comestibles
tienen caracteristicas Unicas en cuanto a color, sabor, aroma y textura, que hacen

gue algunos sean mas atractivos para el consumo humano (Chang & Miles, 2004).

E. ANTIOXIDANTES

Los hongos comestibles pueden ser consumidos como alimentos frescos, o
transformados en productos alimenticios de alto valor agregado (Bruijn et al., 2010).
A éstos se les considera un alimento funcional, debido a que no sélo cumplen con
los estandares nutrimentales basicos, sino que ademas tienen efectos positivos en
una o mas funciones del organismo, mas alla de la adecuada nutricion, de tal
manera que su consumo beneficia la salud y el bienestar, al mismo tiempo que
reduce el riesgo de contraer ciertas enfermedades (p. ej. cancer o trastornos
cardiovasculares); estos mismo beneficios son aportados por nutracéuticos y
complementos alimenticios o medicinales, elaborados a base de diversas especies

de hongos (Suarez-Medellin et al., 2007).



Algunas enfermedades degenerativas que son consecuencia del
envejecimiento, como el cancer, disminucion del sistema inmunoldgico,
enfermedades cardiovasculares, disfuncién cerebral y cataratas, entre otras, estan
asociadas con el dafio oxidativo ocasionado por radicales libres en el ADN, los
lipidos y las proteinas (Bruijn et al., 2010). EI consumo de hongos comestibles, o
sus extractos, puede proveer proteccion contra este tipo de enfermedades, debido
a que estas especies son ricas en metabolitos secundarios, como fenoles y
polisacéaridos, que tienen la capacidad de eliminar los radicales libres, o suprimir sus
efectos; es por esto que a los hongos se les atribuyen propiedades antioxidantes
(Bruijn et al., 2010; Mau et al., 2002; Yang et al., 2002).

Un ejemplo es el del hongo shiitake (Lentinula edodes), cuyo extracto
hidrofilico tiene una potente actividad de eliminacion de radicales, asi como de
inhibicién de la hemdlisis de eritrocitos, que se atribuye a la presencia de fenoles,
demostrando asi la relacion entre el contenido de éstos y la actividad antioxidante
(Cheung et al., 2003). Otro ejemplo es de los poliporaceos, los cuales tienen una
gran variedad de metabolitos secundarios, particularmente polisacaridos, como los
B-glucanos, con efectos anticancerigenos, pues se ha visto que estimulan y mejoran
el sistema inmunoldgico, el cual tiene una importante funcién para evitar la

propagacion del cancer (Bruijn et al., 2010).

Aunque el ser humano posee defensas y sistemas de reparacién contra el
dafo oxidativo, éstos no son suficientes para su total prevencion; es por esto que
los antioxidantes juegan un papel importante en la dieta humana como posibles
agentes que refuerzan estos sistemas. Si bien ya se han desarrollado algunos
productos, aun no se ha sabido aprovechar la gran diversidad fungica de México,
gue en su mayoria permanece aun inexplorada (Suarez-Medellin et al., 2007).



F. ANTIFUNGICOS

Muchos hongos habitantes del suelo se desarrollan en plantas vivas,
causando grandes dafios a las raices y otras partes subterrdneas de sus
hospederos; estas especies patdgenas son los principales agentes infecciosos de
las plantas, debido a que causan alteraciones durante sus diferentes etapas de
desarrollo, incluso tras su cosecha; ademas, pueden afectar la calidad de las
plantas, sobre todo en lo relacionado a su aspecto, valor nutricional, caracteristicas
organolépticas, su vida de anaquel y, en algunos casos, son indirectamente
responsables de desordenes alérgicos o toxicos entre los consumidores debido a la
produccion de micotoxinas o alérgenos (Agrios, 2005; Agrios, 2004; Diaz-Dellavalle
et al., 2011).

Entre los hongos del suelo que causan grandes pérdidas en cultivos de
importancia econdémica estan especies de géneros como Fusarium, Phytophtora,
Pythium y Rhizoctonia (Agrios, 2005). Generalmente, los hongos fitopatdgenos son
controlados con fungicidas sintéticos; sin embargo, el uso indiscriminado de
productos quimicos esta cada vez mas restringido, debido a que éstos tienen
efectos dafinos en la salud humana, animal y en el ambiente; incluso, se han
encontrado cepas de especies de hongos que han generado resistencia a fungicidas
comerciales (Harris, et al., 2001; Hernandez et al., 2005). Se sabe también que las
especies fitopatogenas empobrecen el suelo, contrarrestando la accion de
organismos benéficos, disminuyendo asi los nutrientes disponibles para las plantas

(Lizcano-Gonzalez, 2007).

Se conoce un grupo importante de hongos que tienen un efecto antagonico
sobre otros microorganismos; éstos contribuyen a atenuar los dafios que causan las
enfermedades en los agroecosistemas, donde existen las condiciones para su
desarrollo y conservacion. Para esto, las especies antagonistas presentan
diferentes mecanismos de accion que les permitan ejercer un efecto regulador sobre
los hongos patdgenos, siendo asi consideradas para su selecciébn como agentes de

control biolégico (Fernandez-Larrea, 2001). En su ambiente natural, los hongos
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necesitan compuestos antifUngicos para sobrevivir, por o que no es raro que dichos
compuestos, con una actividad relativamente efectiva, puedan ser aislados y
utilizados por el hombre; sin embargo, a nivel comercial, esto sélo se ha hecho con
especies de hongos microscopicos (Lindequist et al., 1990; Lindequist et al., 2005).

Entre los hongos mas utilizados estan especies del género Trichoderma,
debido a su versatilidad, adaptabilidad y facil manipulacion. Se sabe que éstas
tienen importantes efectos antagonicos sobre hongos del suelo como Phytophtora
capsici, Pythium ultimum, Fusarium oxysporum, Mycosphaerella fijensis, entre otros
(Correa et al., 2007; Ezziyyani et al., 2004; Sempere et al., 2007; Djonovié et al.,
2006). También se ha demostrado que algunos extractos obtenidos a partir de
macromicetos (p. ej. Auricularia polytircha, Lentinula edodes, Stropharia
semiglobata y Volvariella volvacea) tienen estos efectos sobre especies
fitopatdogenas de los géneros Alternaria, Ceratocistys, Colletotrichum, Penicillium,
Fusarium, Pythium y Rhizoctonia (Reinoso et al., 2013; Radhajeyalakshmi et al.,
2011).

Cabe mencionar que estos resultados no son constantes, debido a que
diferentes condiciones ambientales pueden aumentar o disminuir la efectividad de
las especies antagdnicas, por lo que es necesario buscar otras alternativas que
actuen contra diferentes hongos fitopatdgenos en diversas condiciones, a fin de
obtener resultados satisfactorios (Osorio-Hernandez, 2009). Ademas, la creciente
demanda de produccién y regulacion del uso de agroquimicos, asi como la aparicion
de patégenos resistentes a los productos empleados, justifica la busqueda de
nuevas moléculas activas y nuevas estrategias de control (Diaz-Dellavalle et al.,
2011).

G. ANTIHELMINTICOS

De las mas de 26,000 especies de nematodos que se conocen,
aproximadamente 4,000 son parasitos de plantas (Nicol et al., 2011). Este grupo
constituye el phylum animal mas abundante y exitoso (Boucer & Lambshed, 1994),
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causando grande pérdidas econémicas en cultivos agricolas y forestales (Li et al.,
2007; Zasada et al., 2008; Anwar & McKenry, 2010; Renco, 2013). Hussey &
Janssen (2002) estiman que 2,000 especies de plantas son susceptibles a la
infeccion por nematodos, lo que causa una pérdida de aproximadamente el 5% de

los cultivares en todo el mundo.

Los nematodos pueden dafar todas las partes de la planta, aunque, de
acuerdo a su forma de vida, algunas especies pueden atacar partes especificas
(tallos, hojas, flores o semillas); a su vez, también pueden subdividirse en
ectopardsitos de vida libre, especies migratorias y endopardsitos sedentarios, como
es el caso de los nematodos de las raices (Dowe, 1987). Estos ultimos son
considerados los patdégenos de plantas mas dominantes y extensivos, debido a que
atacan una gran variedad de plantas, incluyendo cultivos vegetales, arboles frutales
y ornamentales (Jansson & Lopez-Llorca, 2004; Regaieg et al., 2010); ademas,
tienen tiempos de generacion muy cortos y una alta tasa de reproduccion, por lo
que no son facilmente controlados (Manzanilla-Lopez et al., 2004). Algunos géneros
de este grupo son Meloidogyne, Heterodera y Globodera (Degenkolb & Vilcinskas,
2016).

A pesar de que Caenorhabditis elegans no es un fitoparasito, muchos
estudios sobre la relacion planta-nematodos parasitos se pueden facilitar usando la
informacion y los recursos disponibles para esta especie modelo, debido a que la
gendmica comparativa de los procesos compartidos puede proporcionar
conocimientos sobre esta relacion (Costa et al., 2007).

El uso de microorganismos antagonistas beneficiosos es una estrategia
alternativa para evitar el uso de pesticidas quimicos para disminuir la poblacion de
nematodos parasitos (Stirling, 1999; Berg et al., 2005). Se han identificado varios
hongos que tienen la capacidad de reducir la densidad de nematodos en el suelo;
éstos tienen varias estrategias, incluyendo el parasitismo de nematodos, y la

produccion de compuestos que tienen propiedades nematicidas (Bird & Herd, 1995;
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Kerry, 2000; Lépez-Llorca & Jansson, 2006; Zouhar et al., 2013). Degenkolb y
Vilcinskas (2016), reportaron 183 metabolitos secundarios con potencial actividad
nematicida, los cuales son sintetizados tanto por ascomicetos como basidiomicetos.
Entre las especies que producen estos compuestos, estan especies de los géneros

Pleurotus, Coprinus, Penicillium y Trichoderma, por mencionar algunos.

Debido a que los mecanismos de accion de los nematicidas quimicos no son
especificos, éstos son potencialmente toxicos y pueden causar dafios al ambiente,
por lo que su uso ha sido cada vez mas restringido. Los hongos, al ser antagonistas
naturales de los nematodos parasitos, representan una alternativa a los productos
quimicos, y tiene un gran potencial para desarrollar nuevas y mejores estrategias
de biocontrol (Degenkolb & Vilcinskas, 2016).

Ademas, las enfermedades ocasionadas por helmintos que afectan el
aparato digestivo y sus visceras anexas, principalmente en personas que viven en
condiciones de pobreza, estan incluidas dentro del grupo de las llamadas
enfermedades desatendidas y representan un problema para la salud publica, por
lo que la investigacion para la busqueda de antihelminticos naturales es importante,
y los hongos, por sus metabolitos secundarios, son una alternativa prometedora
(Carniete-Villafranca et al., 2013; Burns et al., 2015; Anke & Sterner, 1997).

H. CULTIVO DE HONGOS COMESTIBLES

De manera general, el cultivo de hongos comestibles se lleva a cabo en
cuatro etapas: 1) aislamiento de cepas en medios de cultivo artificiales; 2)
produccion de inéculo (en semilla) a partir de las cepas seleccionadas; 3) seleccién
y esterilizacion del sustrato para el cultivo; y 4) inoculacion del sustrato, fructificacion
y cosecha. Esta practica inicio hace aproximadamente 1 000 - 1 400 afios en China,
con el cultivo empirico de las orejas de ratdén (Auricularia spp.) y el shiitake (Lentinula
edodes), como una auténtica biotecnologia tradicional basada en técnicas sencillas
de propagacién; del mismo modo, pero con procesos independientes, hace mas o
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menos 350 afios comenzo el cultivo del champifién (Agaricus bisporus) en Francia.
Con el transcurso del tiempo, se han incorporado y desarrollado tecnologias que
han mejorado esta produccion comercial a gran escala, no s6lo de los hongos
mencionados, sino de otras especies potencialmente cultivables (Chang & Miles,
2004; Martinez-Carrera, 2002b).

La produccion de HSC tiene cierta importancia ecolégica, la cual radica en el
uso y reciclaje acelerado de millones de toneladas de subproductos agricolas,
agroindustriales y forestales, que son utilizados como sustrato, evitando asi que
este tipo de materiales tengan que ser incinerados, y por lo tanto, que contaminen
el aire (Chang, 1999; Kues y Liu, 2000; Chang y Miles, 2004; APCAEM, 2012).

Actualmente, la produccién mundial de hongos comestibles cultivados supera
las 7 millones de toneladas por afio, cuyo valor econémico aproximado supera los
30 billones de ddlares estadounidenses, y la tasa promedio de incremento anual en
la produccién es superior al 11%. A nivel mundial, el champifién (A. bisporus) es el
hongo comestible mas importante, seguido por el shiitake (L. edodes) y las setas
(Pleurotus spp.); estas especies representan alrededor del 75% de la produccion
total de las especies cultivadas en el mundo (Martinez-Carrera et al., 2007; Chang,
1999), sin embargo, el nimero de especies cultivadas esta en constante crecimiento
(Stamets, 2000).

México es el mayor productor de hongos comestibles cultivados de
Latinoamérica, debido a que genera aproximadamente el 58.9% de la produccién
total de esta region, y estd ubicado como el 16° productor a nivel mundial. De los
hongos comestibles que se cultivan comercialmente en nuestro pais (Agaricus,
Pleurotus, Lentinula, Ganoderma y Grifola) la mayor proporcién es de champifion
(95.35%), seguido por las setas (4.62%) y el shiitake (0.038%). Comparativamente,
en 2004, el volumen de produccion de hongos comestibles en el pais fue superior

al del cacao, equivalente al del ajo, y un poco inferior al del chicharo y el jitomate
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cherry, por lo que la produccion de hongos se considera una actividad relevante a
nivel nacional (Martinez-Carrera, 2002b; Martinez-Carrera et al., 2007).

Sin embargo, en la actualidad, la sostenibilidad del sistema de produccion-
consumo de los hongos comestibles silvestres y cultivados (SPC-HC) en México se
esta viendo amenazada por la gran competitividad generada por la globalizacion
(Martinez-Carrera et al., 2007); la constante entrada de importaciones de hongos
cultivados al mercado nacional, ademas de la falta de apoyos, servicios y acciones
estrategias por parte de los sectores social y privado, podrian llevar a un
estancamiento y retroceso de esta actividad en nuestro pais (Martinez-Carrera,
2002b).

Son varios los problemas que pueden presentarse en la produccion de
hongos; uno de ellos es que algunas cepas comerciales pueden disminuir su
produccion después de varios subcultivos consecutivos, o bien, después de haber
sido almacenados en medio de cultivo durante un largo periodo de tiempo,
ocasionando una reduccion en su rendimiento. Una solucién a este problema podria
ser la obtencion de nuevas cepas naturales, que pudieran ser mas productivas y
con aspectos de calidad mas deseables. Alrededor del mundo, hay una gran
variedad de hongos comestibles que son ampliamente conocidos y consumidos por
personas micofagas en cada regién, por lo que el uso del conocimiento popular para
la busqueda de nuevas especies naturales con potencial para ser producidas
intensivamente, podria incrementar la disponibilidad de mas especies de hongos
comestibles, asi como de productos hechos a base de éstas (Albertd, 2014).

Las especies saprobias, especificamente, son la base para un comercio
global de hongos cultivados tan importante, que se estima en 23 mil millones de
dolares estadounidenses por afio; ademas, esta actividad es una fuente de ingresos
para las empresas en pequefia escala de los paises en desarrollo. La produccion
sostenible de especies de HSC no s6lo es una forma de maximizar el rendimiento
de los recursos naturales, sino de re-equilibrar éstos con los demas usos y usuarios

de los bosques (Boa, 2005). Garibay-Orijel et al. (2010) han reportado 376 especies
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de HSC para Latinoamérica, de las cuales 157 son saprobias, es decir, son
susceptibles de poder ser cultivadas, por lo que la informacién y los métodos para

impulsar y llevar a cabo esta practica son cada vez mas necesarios.

I. JUSTIFICACION

En el siglo XIX, el consumo de alimentos naturales no sélo de buen sabor,
sino también inocuos, nutritivos y con propiedades benéficas para la salud,
representa la gran tendencia mundial en la alimentacion humana; en este sentido,
los hongos comestibles cultivados tienen un amplio potencial, no solo para
satisfacer la creciente demanda interna de este tipo de alimentos, sino porque sus
propiedades nutricionales y medicinales los hacen una excelente opcion alimenticia.
Este potencial puede aprovecharse con estrategias que desarrollen nuevos
productos, al mismo tiempo que se promueve el consumo en el sector urbano que
actualmente no compra hongos comestibles, y que representa el 50.6% de la

poblacién urbana en el pais (Martinez-Carrera et al., 2007).

En México tenemos con una gran diversidad de especies de HSC, muchas
de las cuales son saprobias, por lo que son un recurso natural que tiene un gran
potencial para ser ampliamente aprovechado por medio de practicas sencillas de
propagacion, y que son (antes, durante, y después del proceso) amigables con el
ambiente, las cuales, ademas, pueden involucrar y beneficiar a diferentes sectores

de la sociedad, dependiendo de la escala en la que se lleve a cabo.

A pesar de que en nuestro pais hay una gran tradicion de consumo de hongos
comestibles que se remonta a tiempos prehispanicos, y que en la actualidad aun se
mantiene viva en varias regiones del pais, existe la preocupacién de que esta
tradicion se pierda con la llamada modernidad, pues la venta de hongos silvestres
comestibles es una actividad cada vez menos frecuente, debido a que cada dia es
mas dificil recolectarlos por la intensa deforestacion y destruccion de sus habitats

(Mata et al.,, 2007); es por esto que se plantea la necesidad de llevar a cabo
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investigacion y trabajar en estrategias que permitan disponer de este recurso
durante todo el afio y de un modo lo menos invasivo posible, y el cultivo de especies
comestibles bajo condiciones controladas es una buena opcién para lograr este

objetivo.
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CAPITULO Il. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Obtener cepas de HSC utilizados por personas en comunidades de la
huasteca potosina, y producir su in6culo, como un primer paso para determinar las

condiciones para el cultivo ex situ de estas especies.

B. OBJETIVOS PARTICULARES

. Aportar conocimiento sobre la actividad antifungica, actividad antihelmintica,
capacidad antioxidante y propiedades bromatoldgicas, de algunas especies de

HSC con importancia cultural en la huasteca potosina.

. Determinar las condiciones in vitro (medio de cultivo y temperatura) para el

aislamiento y preservacion de las cepas de HSC aisladas.

. Estimar el potencial biolégico del inéculo de cada cepa, para detectar cambios
metabdlicos y determinar el tiempo en el que el micelio puede colonizar un

sustrato de manera mas eficiente.
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CAPITULO lll. METODOS

A. AREA DE COLECTA

El presente trabajo se desarroll6 con especies de hongos silvestres
comestibles (HSC) colectadas en San Luis Potosi, México, en cuatro diferentes
localidades: 1) San José Barrio Arriba, 2) Barrio el Tamarindo, 3) Coatzontitla, y 4)
Comoca; el primero perteneciente al municipio de Matlapa, y el resto a Axtla de
Terrazas. Estos dos municipios se localizan al Sureste del San Luis Potosi y forman
parte de la huasteca potosina, region donde se distribuye el 23.20% de la poblacién
indigena del Estado, y que esta conformada por huastecos, nahuas y pames (INEGI,
2015; CDI, 2016).

Esta area se encuentra inmersa en la Sierra Madre Oriental, entre los 50 y
800 msnm, en la zona ecoldgica tropical calido-subhimeda; la temperatura media
anual es de 20 a 24 °C, con precipitaciones anuales de 1000 a 2600 mm. Los tipos
de vegetacion que predominan en esta zona son: bosque tropical perennifolio (selva
alta perennifolia o subperennifolia), bosque tropical subcaducifolio (selva mediana
caducifolia), y bosque tropical caducifolio (selva baja caducifolia) (Rzedowski,
1978).

B. COLECTA DE EJEMPLARES

De Junio a Septiembre del 2016 se realizaron salidas al campo para la
obtencion de los ejemplares con los que se trabajo en el laboratorio, tanto para la
determinacion de sus propiedades bioquimicas, como para el aislamiento de cepas;
esto se hizo mediante: la compra de los cuerpos fructiferos en los mercados locales;
su colecta directa en las salidas al campo, guiadas por algunos de los habitantes; y

por encargos especiales, hechos a estas mismas personas.
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Cuando los ejemplares se colectaron en campo, con ayuda de una navaja se
removio parte del sustrato (suelo o madera), para asi poder sacar completo el
esporoma; posteriormente, éste se envolvié en papel encerado y se coloc6 en una
canasta, para evitar maltratarlo durante su traslado. Se tomo registro de la fecha y
la zona de colecta de cada ejemplar, y algunos esporomas se secaron Como

material de referencia para su determinacién taxonémica.

C. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

En el presente trabajo se determind el efecto antifUngico del extracto
metandlico de 10 especies de macromicetos sobre Trichoderma atrovoridae y las
especies fitopatdégenas: Colletotrichum gloeosporoides, Fusarium oxysporum y
Rhizoctonia solani. Los extractos fueron preparados en el Laboratorio de
Fitoquimicos y Nutricidn, y los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Biologia

molecular de microorganismos, ambos de la Facultad de Ciencias Naturales, UAQ.

Preparacién de extractos metandlicos

La preparacion de extractos se hizo utilizando metanol, debido a que, de a
acuerdo a Radhajeyalakshmi et al. (2012), éste es un buen solvente para la
extraccion de compuestos antifingicos presentes en macromicetos. Las
extracciones se hicieron a partir de material liofilizado y pulverizado, siguiendo el

método descrito por Ko et al. (2010), modificado por Jiménez-Zarate (2017).

Por especie, se pesaron 2 g de material pulverizado, se colocaron en un
matraz Erlenmeyer de 250 ml y se agregaron 50 ml de metanol. Estos matraces
fueron colocados en un agitador orbital durante 24 horas, a una velocidad de 100

rpm y a temperatura ambiente.

Transcurridas las 24 horas, el extracto se repartio en dos tubos de centrifuga

de 50 ml, colocando 25 ml de la solucion en cada uno. Los tubos se centrifugaron a
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1,500 gravedades durante cinco minutos; al término de la centrifugacion se tomaron
15 ml de sobrenadante de cada uno de los dos tubos, y ambos sobrenadantes se
depositaron en un mismo matraz de fondo redondo. Los 30 ml de sobrenadante se
llevaron a sequedad total, colocando el matraz en un rotovapor a 40°C y presion
baja, durante un tiempo indeterminado. El residuo se resuspendié en 6 ml de agua

grado HPLC y se deposito en un tubo de centrifuga de 14 ml.

Por altimo, el extracto se filtr6 usando una membrana de nitrato de celulosa
Whatman (25 mm de didmetro) con microporos de 0.45 um. La concentracion final

del extracto fue de 200 mg/ml.

Ensayo antifungico

El ensayo consisti6 en la inhibicion del crecimiento radial de C.
gloeosporoides, F. oxysporum, R. solani y T. atroviride, por medio del contacto del

micelio de estas cuatro especies con los extractos metandlicos de los macromicetos.

En cajas Petri (90 x 15 mm) con medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA),
se verti6 200 pl de extracto metandlico y se distribuyé uniformemente en la
superficie del medio con un asa de vidrio. A parte, se cortaron discos de agar con
micelio (5 mm de diametro) de colonias de las cuatro especies patdgenas crecidas
en PDA, procurando que éstos fueran de la parte mas externa de cada cultivo.

Posteriormente se colocé un disco al centro de cada una de las cajas con extracto.

Se utilizaron dos controles, uno negativo (testigo) y otro positivo. El primero
consistié en cajas con medio de cultivo sin extracto metandlico, e inoculadas con
discos de agar con micelio de las especies patdégenas; para el control positivo se
colocaron 125 pl de fungicida Benomilo (ANTRAK 50) al 2% (a partir de una solucion
de concentracion 10 g/l) en cajas con medio PDA, el fungicida se distribuy6 en todo
el medio del mismo modo que el extracto metandlico, y las cajas fueron inoculadas

con los patdgenos.
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Se hicieron triplicados, tanto para los testigos (2 testigos x 4 patégenos x 3
repeticiones), como para las cajas con los extractos y los patégenos (10 extractos x
4 patdgenos x 3 repeticiones); todas las cajas fueron incubadas a temperatura
ambiente en completa oscuridad, hasta que el micelio del testigo estuvo a
aproximadamente 5 mm de tocar el margen de la caja Petri. El tiempo de incubacién

dependi6 de la velocidad de crecimiento de cada especie patégena.

Finalmente, se tomaron fotografias de los cultivos con una camara digital,

colocando a un costado una regla como referencia métrica.

Célculos de actividad antifungica

Para determinar la actividad antifangica de los extractos, primero se midieron
los diametros de crecimiento micelial de cada caja, utilizando el software ImageJ
version 1.45; se tomaron tres medidas por caja y éstas se promediaron. A partir del
promedio de crecimiento, se calcul6 el porcentaje de crecimiento micelial respecto
al testigo (100%), del cual se obtuvo el crecimiento micelial final promediando las

medias de sus tres repeticiones.
Célculos por caja
D1 = Didmetro 1
D2 = Didmetro 2

D3 = Didametro 3

Promedio de crecimiento = [(D1 + D2 + D3) / 3]

. .. . . P dio d imiento)(100
Porcentaje de crecimiento micelial = —romedio de crecimiento)100)

Crecimiento micelial final del testigo

Se promediaron los tres valores del porcentaje de crecimiento micelial de

cada extracto con su respectivo patdogeno, y se obtuvo la desviacion estandar.
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Finalmente se calculd el porcentaje de inhibicidbn de crecimiento con la siguiente

formula:

Porcentaje de inhibicion de crecimiento = (100 - Porcentaje final de

crecimiento)

El resultado se expresé como porcentaje de inhibicion.
(% de inhibicidn)

D. ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA

Para evaluar la actividad antihelmintica de 10 especies de hongos
macromicetos, se llevé a cabo un ensayo utilizando extractos metanolicos de estas
especies, pues a diferencia de otros extractos, como el hidrofilico y lipofilico, éste
tiene un mayor efecto antihelmintico (Jiménez-Zarate, 2017). Estas pruebas se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Genética Molecular y Ecologia Evolutiva, de la
Facultad de Ciencias Naturales, UAQ, utlizando nematodos de la especie
Caenorhabditis elegans.

Ensayo antihelmintico

Para este ensayo se utilizaron los mismos extractos metanélicos empleados
para la determinacién de la actividad antifungica. EI método utilizado fue el descrito
por Pifa-Vazquez et al. (2017), el cual consisti6 en realizar conteos, en
determinados tiempos, de nematodos inmersos en una solucion 1:1 de medio M9 y

extracto metanolico (200 mg/ml).
Se utilizaron placas de 24 pozos, y en cada uno de éstos se agregaron 500

uL de medio M9, se depositaron 10 nematodos, y posteriormente se agregaron 500

uL del extracto metandlico correspondiente; se hicieron triplicados por cada especie
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de hongo. Ademas, a manera de control, se prepararon pozos con medio M9 (100%)

y Levamisol (50% v/v). Finalmente las placas se incubaron a 24°C.

Los pozos fueron numerados y se revisaron aleatoriamente al cabo de: 1, 2,
4, 6, 8, 24, 36 y 48 hora(s), a partir de su incubacion. En cada revision, con ayuda
de un microscopio estereoscoépico, se contd el nimero de nematodos totalmente

paralizados.

Como cada individuo represent6 el 10% de la poblacién en cada pozo, se
obtuvo un promedio final por cada especie de hongo, y el resultado del efecto

antihelmintico se expresé como porcentaje de paralisis.

(% de paralisis)

Debido a que la especie Daldinia sp. presentd actividad antihelmintica
significativa, se evaluo su efectividad, utilizando el mismo método, a cinco diferentes
concentraciones: 75, 50, 25, 10 y 1% (v/v).

E. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Por medio de un ensayo de capacidad antioxidante equivalente al Trolox
(antioxidante comercial, analogo a la vitamina E), se determiné esta propiedad para
10 especies de hongos macromicetos, utilizando dos métodos: FRAP (Ferric
Reducing Ability of Plasma) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Estas pruebas se
realizaron en el Laboratorio de Fitoquimicos y Nutricion, y en el Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular, de la FCN, UAQ.

Conservacién de cuerpos fructiferos de los HSC

Con la finalidad de conservar las propiedades bioquimicas de los ejemplares

obtenidos en campo, hasta su uso en el laboratorio, éstos fueron picados en
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pequefios trozos, se envolvieron en papel aluminio, y se sumergieron en un
contenedor con nitrégeno liquido hasta su congelacion. Inmediatamente se sacaron

los paquetes y fueron almacenados en un ultracongelador a -86 °C.

Una vez que se retiraron las muestras del ultracongelador, el contenido de
los paquetes se depositd en tubos de centrifuga de 50 ml, previamente pesados y
marcados, y éstos se cubrieron con una gasa, sostenida con una liga de hule.
Nuevamente se pesaron los tubos, y la cantidad exacta de hongo contenida en cada
uno de éstos se determind por la diferencia de peso del tubo, antes y después de

depositada la muestra.

W1 = Peso inicial del tubo
W2 = Peso del tubo + muestra

(W2 —W1) = Peso de la muestra contenida en el tubo

Se colocaron los tubos con muestra en vasos liofilizadores, y éstos se
colocaron en una liofilizadora FreeZone 1 (LABCONCO) a una presion de 0.080
mBar y una temperatura aproximada de -40°C. Las muestras se retiraron después
de 48 horas, y los tubos se volvieron a pesar para conocer la cantidad de muestra

libre de humedad (liofilizada) contenida en cada uno.

W1 = Peso inicial del tubo
W3 = Peso del tubo + muestra libre de humedad

(W3 —W1) = Peso de la muestra liofilizada contenida en el tubo

Utilizando estos datos se determind el porcentaje de materia seca y el

porcentaje de humedad con las siguientes formulas:

(W3-W,) % (100)

% materia seca = Wa W)
2= 1

% humedad = 100 - % materia seca
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Al final, las muestras liofilizadas fueron pulverizadas usando un molino (IKA
M20), se almacenaron en frascos de vidrio y se guardaron en refrigeraciéon. Este
material se utilizé tanto para la preparacion de extractos, como para los analisis

guimicos proximales.

Preparacion de extractos lipofilico e hidrofilico

Extracto lipofilico

La preparacion de extractos se realizé a partir del material pulverizado, de

acuerdo al método descrito por Corral-Aguayo et al. (2008).

Por triplicado, para cada especie de hongo (10 especies x 3 repeticiones), se
colocd 1 g de muestra en un tubo de centrifuga de 50 ml, y se le agreg6 10 ml de
solucion hexano / diclorometano (1:1 v/v); la muestra y el solvente se
homogeneizaron durante un minuto utilizando un vortex. Luego, para tener una
solucion aun mas homogénea, se us6é un homogeneizador (IKA-T25) a una
velocidad de 8,000 rpm, durante un minuto. Posteriormente, los tubos se sometieron
a sonicacién en un equipo Branson 2510, por cinco minutos, y después fueron

centrifugados a 19 000 gravedades durante 10 minutos, a 4°C.

Al término de la centrifugacion, se colect6 el sobrenadante de cada uno de
los tubos, y éste se depositd en otro tubo cubierto completamente con papel
aluminio. Al pellet restante en el primer tubo, nuevamente se le agregaron 10 ml de
hexano / diclorometano, y se repitié el mismo proceso hasta obtener un segundo
sobrenadante, el cual se verti6 en el mismo tubo que la primera vez. Una vez
mezclados los sobrenadantes, éstos fueron depositados en un matraz de fondo
redondo y la solucion se llevd a sequedad total colocando el matraz en un rotovapor,

a presion baja y una temperatura de 40°C.

Por altimo, el extracto seco se resuspendié en 5 ml de acetona grado HPLC

y se almacend en un tubo de centrifuga de 14 ml.
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Extracto hidrofilico

Este extracto se prepar6 a partir del pellet restante de la segunda
centrifugacion del extracto lipofilico, el cual fue expuesto a una corriente de
nitrogeno, con la finalidad de secar el residuo de la solucion de hexano /
diclorometano. Una vez que la muestra estuvo completamente seca, se le agregé
10 ml de una solucion de acetona / agua / acido acético (7 : 2.95 : 0.05), y se llevo
a cabo el mismo proceso de extraccion, obteniendo dos sobrenadantes por
repeticion, y juntandolos en un mismo tubo. Para este extracto las soluciones no se

rotovaporaron.

Al término del proceso se obtuvieron tres tubos (A, B, C) para cada especie,

por cada extracto (10 especies x 3 repeticiones x 2 extractos).

Curva de calibracién Trolox

Se prepar6é una solucion stock de Trolox (acido-6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) 2 mM, diluyendo 0.001 g de Trolox en 2 ml de

metanol grado HPLC.

Por otra parte, se afiadié 1 ml de metanol (HPLC) en nueve frascos pequefios
de vidrio color &mbar; en éstos se hicieron diluciones seriadas a partir de la solucion
stock. Se vertié 1 ml de la solucion inicial de Trolox en uno de los frascos ambar y
se agito manualmente, posteriormente se tomé 1 ml de esta solucion y se colocé en
otro frasco, agitando nuevamente; este procedimiento se repitié hasta completar los
nueve frascos. Al final se obtuvieron las siguientes concentraciones: 1.0 (1.0), 1/2
(0.5), 1/4 (0.25), 1/8 (0.125), 1/16 (0.0625), 1/32 (0.03125), 1/64 (0.015625), 1/128
(0.0078125), 1/256 (0.00390625), 1/512 (0.001953125).

Antes de llevar a cabo cada ensayo, se hizo la curva de calibracion para cada
uno de éstos, con las 10 concentraciones de Trolox y su respectivo blanco (FRAP y
DPPH), utilizando microplacas de 96 pocillos. Tres de estos pocillos se llenaron con
300 pl de la solucién blanco, y para el Trolox (por triplicado), primero se agregaron

280 pl de FRAP o DPPH, y luego se adicionaron 20 ul de cada una de las
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concentraciones de la solucién stock, de menor a mayor (10 concentraciones de
Trolox x 3 pocillos). Al terminar se colocé la tapa de la microplaca, cubierta con

papel aluminio, y se dejé reposar durante 30 minutos en la oscuridad.

Las lecturas se hicieron usando un espectrofotometro de microplacas
Multiskan Ascent, con el programa Ascent Software version 2.6; la longitud de onda
para las curvas con FRAP y DPPH, fue de 630 y 490 nm, respectivamente. Para
cada método se hicieron dos curvas de calibracion, se promediaron los triplicados
de cada una de las muestras en cada curva y se calculo su porcentaje de inhibicion

con las siguientes formulas:

« Curvas con FRAP

Absorbancia del blanco )) * 100

Porcentaje de inhibicién = (1 —( Sy Ts—

« Curvas con DPPH

Absorbancia del blanco—Absorbancia de la muestra ) * 100

Porcentaje de inhibicion = (

Absorbancia de la muestra

Estos resultados se graficaron, y se trabajé con aquellas curvas cuyo valor
de R? (coeficiente de relacién) fue > 0.98. Finalmente se obtuvieron los valores de

my b para la ecuacién de la recta (y = mx + b) de cada una las curvas.

Método FRAP

Este ensayo se llevd a cabo siguiendo el método descrito por Benzie y Strain
(1996), modificado por Sz6ll6si y Sz6ll6si-Varga (2002).
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Primero, justo antes del ensayo, se prepar6 la solucion FRAP (buffer de
acetato de sodio / TPTZ / FeCls) (Anexo 1).

En tres de los pocillos de la microplaca, se colocaron 300 ul de la solucion
FRAP, y posteriormente se depositaron 280 pl de ésta misma solucion en cada uno
de los pocillos que se utilizaron; para lo cual se consideraron los triplicados de los
extractos lipofilico e hidrofilico de cada una de las especies de hongos (A, B, C) (10
especies x 2 extractos x 3 repeticiones x 3 pocillos), y sus respectivos solventes
(acetona, y acetona / agua / acido acético) (2 solventes x 3 pocillos). Después, en
los pocillos correspondientes, se adicionaron 20 pl de los extractos y los solventes;
una vez llenados los pocillos, del mismo modo que para la curva de calibracién, se
tapd la microplaca y se dejo en reposo por 30 minutos en oscuridad. Las lecturas al
espectrofotometro se hicieron con una longitud de onda de 630 nm, y los valores de

éstas se registraron en una matriz de datos, para el posterior calculo de resultados.

Método DPPH

El ensayo se realizé de acuerdo al método descrito por Kim et al. (2002), y
modificado por Corral-Aguayo et al. (2008), el cual se llevé a cabo del mismo modo
que el método con FRAP, con la diferencia de que se utilizé una solucién de DPPH
/ metanol (100 uM). Esta solucion se prepar6 justo antes del ensayo, diluyendo
0.0035 g de reactivo DPPH en 90 ml de metanol.

Por triplicado, se depositaron 300 pl de la solucién de DPPH vy, en el resto de
los pocillos, se afiadieron 280 pl del blanco, méas 20 pl de los extractos lipofilico e
hidrofilico, y sus solventes. Las lecturas al espectrofotdbmetro se hicieron a 490 nm,
y los valores de las absorbancias se registraron en una matriz de datos

independiente a aquella del método FRAP.
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Célculos de capacidad antioxidante

Los calculos se hicieron a partir de los promedios de los triplicados de cada
una de las muestras (A, B, C). Posteriormente, se determind su porcentaje de
inhibicion del mismo modo que las diferentes concentraciones de Trolox en la curva
de calibracion, utilizando una férmula para el método con FRAP, y otra diferente

para el método con DPPH.

Célculos por muestra

. Se despejo x en la ecuacion de la recta (y = ax + b) de cada curva, y se calculo
el valor de ésta, siendo y el porcentaje de inhibicion de la muestra. Para

posteriores calculos, este valor representd la concentracion inicial (Cy).

. Debido a que la concentracion de la muestra era milimolar (mM), se hizo una
conversion para que en adelante el resultado pudiera ser expresados como

micromolar (UM).

« A partir de la formula: C1V1 = C2V2, se despejo C2> (concentracion final) y se
calcul6 su valor. Se tom6 como volumen inicial (V1) los 300 pl contenidos en el
pocillo, como volumen final (V2) los 20 ul de extracto, y como concentracion

inicial (C1) el valor de x, anteriormente calculado.

_ i
V2

C2

. Elvalor de C2z se multiplicé por el factor de dilucion de cada extracto, es decir, 5

ml para el extracto lipofilico y 20 ml para el extracto hidrofilico.
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. Este resultado se dividio entre 10, para poder expresar la cantidad de
micromoles (umol) equivalentes de Trolox contenidos en 100 ml de extracto de

hongo (en base seca).

. Posteriormente, se determindé la cantidad de pmol equivalentes de Trolox en 1

g de muestra, con la siguiente férmula:

umol equivalentes de Trolox . Factor de dilucién (ml de extracto de hongo)

100 ml de extracto de hongo 1 g de muestra de hongo

. Para conocer la cantidad de umol equivalentes de Trolox por cada 100 g de

muestra, el resultado anterior se multiplicé por 100.

« Después se determiné la cantidad de miligramos (mg) equivalentes de Trolox

contenidos en 100 g de muestra (peso molecular del Trolox = 250.29 g/mol).

Por ultimo, por especie, se obtuvo el promedio y la desviacion estandar de
los resultados de las tres muestras (A, B, C). Los resultados se expresaron en mg

equivalentes de Trolox / 100 g de muestra.

(mg Trolox /100 g)

F. ANALISIS QUIMICOS PROXIMALES

La informacién composicional de los alimentos puede obtenerse a partir del
analisis quimico proximal (AQP), el cual se emplea para conocer el contenido de:
humedad, materia seca, cenizas, proteina cruda, fibra cruda, extracto etéreo y
extracto libre de nitrogeno. La determinacion de éstos es util como punto inicial para
un analisis mas detallado de nutrientes especificos en los alimentos (Shimada-
Miyasaka, 2003).
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En este trabaj6 se determin6é la composicion del material liofilizado y
pulverizado de seis especies de hongos silvestres comestibles (HSC), de acuerdo
a los métodos establecidos por la Asociacion de Quimicos Agricolas Oficiales
(AOAC, por sus siglas en inglés) (1990). Estos analisis se llevaron a cabo en el

Laboratorio de Nutricion Animal, de la Facultad de Ciencias Naturales (FCN), UAQ.

Determinacion de porcentaje de humedad y materia seca

El porcentaje de humedad y materia seca que componen las seis especies
de hongos, se determiné usando el método por estufa de secado, para lo cual, por
duplicado para cada especie, se llevaron crisoles a peso constante (6 especies x 2
crisoles).

Posteriormente, los crisoles fueron pesados en una balanza analitica y se
colocaron 0.5 0 1 g de la muestra de hongo (dependiendo de la especie), registrando
la cantidad exacta en cada uno de los crisoles. Estos recipientes fueron colocados
en la estufa a 100°C, durante 24 horas, para obtener el peso constante de la
muestra; transcurrido este tiempo se pesaron. Los porcentajes de materia seca y

humedad, se determinaron con las siguientes férmulas:

(W3— Wl)* 100
W

% materia seca =

% humedad = 100 - % materia seca

Donde:
W1 = Peso inicial del crisol sin muestra (peso constante)
W2 = Peso exacto de la muestra (0.501 g)

W3 = Peso del crisol con la muestra (peso constante)
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Se promediaron los duplicados de cada especie, y los resultados se

expresaron como porcentaje de humedad y porcentaje de materia seca.

(% humedad, % materia seca)

Determinaciéon de cenizas

A partir de las muestras con las que se determiné el porcentaje de humedad
y el porcentaje de materia seca, se cuantifico el contenido de cenizas. Después de
haber pesado los crisoles con las muestras a peso a constante, éstos fueron
colocados en una mufla a una temperatura de 556°C, hasta que se obtuvieron
cenizas blancas o grises (24 horas); en ese punto se apago el equipo para permitir
que bajara la temperatura (48 horas).

Los crisoles fueron retirados de la mufla y se pasaron a la estufa, dejandolos
ahi por 45 minutos a 80°C. Al retirar los recipientes, se colocaron en un desecador
con silica, durante 30 minutos, antes de pesarlos. El porcentaje de cenizas se

calculo con la siguiente formula:

(W3— Wl)* 100

% cenizas = >
2

Donde:

W1 = Peso inicial del crisol sin muestra (peso constante)
W2 = Peso exacto de la muestra (0.5 0 1 g)

W3 = Peso del crisol con la muestra (peso constante)

Se promediaron los duplicados de cada especie, y los resultados se

expresaron como porcentaje de cenizas.

(% cenizas)

33



Determinacion de nitrogeno total (proteina cruda)

Debido a que una gran porcién del nitrégeno de los alimentos se encuentra
en forma de proteinas, el contenido de éstas puede calcularse quimicamente a partir
del contenido de nitrégeno (AOAC, 1990). En este trabajo se determind el
porcentaje de nitrégeno total contenido en las muestras de hongo, por medio de una
digestion, utilizando un método basado en el descrito por Kjeldahl (1883).

Se pes6 0.5 g de la muestra de hongo, y cada una se deposité en un tubo de
digestién Bulchi junto con dos pastillas catalizadoras. Los tubos fueron tapados con
la chimenea de vidrio y posteriormente se colocaron en un digestor previamente
calentado (Speed Digester K-436 BUCHI) (conectando la manguera del evaporador
(Scrubber K-415)), durante 10 minutos en la posicion 10, controlando la formacion
de espuma; eventualmente se cambiaron a las posicibn ocho para continuar la
digestion, hasta que el contenido en los tubos adquirié una coloracion verde claro
transparente (30 - 45 minutos). Finalmente el aparato de digestién fue apagado,
manteniendo conectado el Scrubber, y los tubos permanecieron ahi hasta que se

enfriaron completamente (20 minutos).

Posterior a la digestion se llevé a cabo la destilacién, para lo cual los tubos
se colocaron en una unidad de destilacion (BUCHI B-324), donde se evapor6 todo
el nitrégeno contenido en la muestra, se destild, y se retuvo en acido borico. Por
altimo, se hizo una titulacion utilizando un titulador automatico con punto final: pH
4.65.

El porcentaje de nitrégeno se calculé con las siguientes formulas:

Ax*B=x*C

% nitrégeno = *100

% proteina cruda o bruta (PC o PB) = % nitrégeno * factor de conversion

Donde:
A = ml de &cido sulfarico (H2SOa4) gastados en la muestra problema
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B = mili equivalentes de nitrégeno (0.014)

C = normalidad del acido sulftrico (0.1)

M = peso de la muestra (Q)

Factor de conversion = 6.25 (por ser un valor promedio)

Se promediaron los duplicados y los resultados se expresaron como

porcentaje de proteina cruda.

(% proteina cruda)

Determinacioén de fibra cruda

Con este andlisis se pueden determinar los compuestos organicos de la
membrana celular y los compuestos estructurales de soporte de los hongos. La
determinacién consistié en una digestion acida y una basica, a partir de muestras

previamente desengrasadas.

Para realizar este andlisis, se utilizaron dos bolsitas filtrantes (ANKOM F57)
por especie; éstas, al tener un contenido de humedad despreciable, no necesitaron
ser pre-secadas. Una a una, las bolsas fueron marcadas, se registré su peso, y la
balanza se taré para después depositar 0.5 g de la muestra de hongo, registrando
Su peso exacto. Se pesd una bolsa extra sin muestra (blanco), para poder

determinar la correccion de la bolsa vacia.

Utilizando un sellador de calor (ANKOM), las bolsas fueron selladas, y las
muestras se distribuyeron uniformemente dentro de éstas. Las muestras se
colocaron en la canastilla y ésta se introdujo en un digestor de fibra (ANKOM 200);
posteriormente, se agreg6 al contendedor del digestor 1900 — 2000 ml de una
solucion de éacido sulfurico (0.255 N) a temperatura ambiente, se sumergio la
canastilla con las bolsas, y se dejaron en agitacion a 100°C durante 45 min. Al
término, el equipo se apago0 y se abrio la valvula para purgar, antes de abrir la tapa,

para dejar salir la solucién. Después de que la solucién fue purgada, se agregaron
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1900 — 2000 ml de agua caliente para enjuagar (90 — 100°C) y las muestras se

dejaron en agitacion por 5 min; el proceso de enjuague se repitido dos veces mas.

Una vez que las muestras fueron enjuagadas, se agregoé al contenedor 1900
— 2000 ml de hidroxido de sodio (NaOH 0.313 N) (solucion base) a temperatura
ambiente, y las bolsas se agitaron nuevamente, durante 45 minutos a 100°C.
Pasado este tiempo, se abrid la valvula para dejar salir la solucién, y se repiti6 el
proceso de enjuague (tres veces). Al terminar este proceso, se retiraron las bolsas
de la canastilla, se apretaron sutilmente para eliminar el exceso de agua y se
colocaron en un vaso de precipitado de 250 ml, en el cual se agreg6 acetona hasta
cubrir las bolsas. Las muestras se remojaron durante 3 min, se sacaron del vaso y

nuevamente se apretaron ligeramente para eliminar el exceso de acetona.

Las bolsas se extendieron y se dejaron secar al aire, para luego colocarlas
en una estufa de secado a 105°C, de 2 a 3 horas, hasta que éstas se secaron por
completo. Al retirar las bolsas, se colocaron en un desecador con silica hasta que
estuvieron a temperatura ambiente; finalmente las muestras se pesaron, y el

porcentaje de fibra cruda se calculd con esta formula:

W3—(WyxCyq)
W, * 100

% fibra cruda =

Donde:

W1 = Peso inicial de la bolsa

W2 = Peso exacto de la muestra contenida en la bolsa

W3 = Peso final de la bolsa, después del proceso de extraccion

Ci1 = Correccion de la bolsa vacia (peso final después del secado en la estufa

/ peso inicial de la bolsa vacia)

Se obtuvo el promedio de los duplicados de cada especie y los resultados se

expresaron como porcentaje de fibra cruda.
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(% fibra cruda)

Determinacién de extracto etéreo

Por medio de una extraccion, usando éter etilico como solvente, se separo la
fraccion lipidica de las muestras de hongos, la cual no sélo contiene la grasa
verdadera, sino que ademas incluye las ceras, lipidos complejos (p. €j., fosfolipidos),
compuestos derivados de los lipidos, como los esteroles y algunos pigmentos,

hormonas y aceites volatiles.

Por duplicado, se pes6 1 g de muestra, se envolvio en papel filtro, y cada una
se coloco dentro de un cartucho poroso, el cual fue cerrado con algodon; estos
cartuchos se colocaron dentro de un vaso de extraccion, previamente llevado a peso
constante. A parte, se pusieron a calentar las parrillas y se abri6 la llave del agua,
la cual debia estar fria para poder condensar el éter; al trabajar con un extractor de
grasa BUCHI (Soxhlet B-810), en seguida se encendi6 el aparato Lauda, el cual
controla el calentamiento del aceite que posteriormente calienta los vasos en el

extractor.

Se agreg6 60 ml de éter etilico en cada vaso, se colocaron en el extractor y
se bajaron las jarras de extraccion; las muestras permanecieron ahi durante 6 horas.
Transcurrido este tiempo, se subieron las jarras de extraccion y se inicié la
destilacién automatica del éter para su recolecciéon. Al finalizar, se apagaron las
parrillas y se retiraron los vasos, colocandolos en la campana de extraccién para la
evaporacion total del éter; posteriormente se metieron a la estufa a 60°C por tres
horas, se dejaron enfriar y se pesaron. La fraccion de extracto etéreo se calcul6 con
la siguiente formula:

3= Wy

% extracto etéreo = WT 100

1
Donde:
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W1 = Peso exacto de la muestra
W2 = Peso inicial del vaso (peso constante)
W3 = Peso final del vaso con el residuo lipidico

Se promediaron los duplicados de cada especie y los resultados se

expresaron como porcentaje de extracto etéreo.

(% extracto etéreo)

Determinacion de extracto libre de nitrégeno

Con esta determinacion se obtiene cuantitativamente la materia soluble en
agua que no estuvo incluida en ninguna de las fracciones anteriores, tales como:
carbohidratos, pigmentos, vitaminas, etc. Esta fraccion se obtiene restando al 100%

de la muestra las determinaciones previamente efectuadas.

% extracto libre de nitrdgeno = 100 — (% cenizas + % proteina cruda + % fibra

cruda + % extracto etéreo)

Se promediaron los duplicados, y el resultado se expresé como porcentaje
de extracto libre de nitrégeno. Algunos autores consideran a esta fraccion como
inexacta, consideran que el valor obtenido es subestimado debido a que las

fracciones determinadas son sobreestimadas.

(% extracto libre de nitrdgeno)

Determinacion de porcentajes en base hiumeda

Finalmente, tomando como referencia el porcentaje de humedad y el
porcentaje de materia seca de cada una de las especies, los porcentajes de ceniza,
extracto etéreo, fibra cruda, proteina cruda y extracto libre de nitrogeno, se

determinaron en base himeda, por medio de una regla de tres.
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G. AISLAMIENTO DE CEPAS

Las cepas se obtuvieron por aislamiento vegetativo, a partir de los ejemplares
colectados en campo, en los medios agar extracto de malta (EMA), y agar papa
dextrosa (PDA).

En un ambiente aséptico, incluyendo los materiales previamente esterilizados
(agujas, navajas y pinzas de diseccion), se coloco el hongo, en buen estado y libre
de tierra y/o insectos. Este fue cortado longitudinalmente con una navaja, y con
ayuda de unas pinzas se tomaron fragmentos de la parte carnosa del hongo, los
cuales fueron colocados en las cajas Petri con medio de cultivo. Las cajas con los
aislamientos se incubaron a una temperatura entre 24 — 27°C, en completa

oscuridad.

Transcurridos dos o tres dias, a partir del aislamiento, aquellos fragmentos
que presentaron crecimiento micelial sobre la superficie del medio, fueron
transferidos a nuevas cajas con medio de cultivo. Posteriormente, cuando el micelio
invadié el medio, se tom6 una muestra de éste y se observé al microscopio para
corroborar la presencia de fibulas, asi como la ausencia de hongos contaminantes.

Las cepas se preservaron transfiriendo periddicamente fragmentos de agar

con micelio en nuevas cajas Petri con medio de cultivo.

H. CARACTERIZACION DE CEPAS

Con la finalidad de conocer el medio de cultivo sélido y la temperatura mas
adecuados para el crecimiento y desarrollo éptimo de las cuatro cepas de especies
de HSC obtenidas en este trabajo, se hicieron evaluaciones con dos medios de
cultivo de uso comun en el aislamiento de hongos: EMA (Difco), y PDA (BIOXON).

Los cultivos, ademas, se evaluaron a tres diferentes temperaturas: 23, 25y 27°C.
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Tasa de crecimiento

Los dos medios de cultivo empleados se vertieron en cajas Petri de 90 mm
de diametro x 15 mm de altura. Al centro de cada caja se coloco un disco de agar
con micelio (5 mm de diametro); por cada una de las cepas evaluadas se inocularon
18 cajas (2 medios x 3 temperaturas x 3 réplicas). Las cajas fueron incubadas a 23,

25y 27°C (de siete a 10 dias, dependiendo de la especie), en completa oscuridad.

Para determinar la tasa de crecimiento, se trazaron dos ejes cartesianos
sobre la base de cada caja, tomando como interseccion el centro del disco, y sobres
estos ejes se midié el crecimiento micelial, por lo que cada dia se tomaron
fotografias y, posteriormente, se midieron los diametros con el software ImageJ

version 1.45.

Los diametros de crecimiento micelial se registraron en una matriz de datos,
y la tasa de crecimiento por dia se determind por la diferencia de los valores de

estos didmetros, entre un dia y otro. Los valores por dia se promediaron.

Df = Didmetro final de crecimiento
Di = Didmetro inicial de crecimiento (valor del dia anterior)

(Df — Di) = Crecimiento micelial por dia

Se obtuvo un promedio general por cepa, con desviacion estandar, y los

resultados se expresaron en milimetros / dia.

(mm/d)o (mm *d?)

El andlisis estadistico se hizo con el programa Design-Expert version 9. Los
datos se sometieron a un ANOVA multifactorial, considerando la temperatura de

incubacion y el medio de cultivo como factores, y la velocidad de crecimiento como

variable de respuesta.
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Caracterizacion macroscopicay microscopica

Al final del periodo de incubacion se realizo la caracterizacion morfolégica de
cada cepa, con base a la descripcion de caracteres utilizados en las claves de
Hutchinson (1991) y Stalpers (1978) (Anexo 2). El orden en la descripcion de las

cepas es el siguiente para los caracteres macroscopicos:

1) Zona de avance

2) Textura del micelio,

3) Color de la colonia

4) Color del reverso/agar

5) Tasa de crecimiento

Para los caracteres microscopicos:

1) Color de las hifas

2) Diametro de las hifas

3) Diferenciacion morfoldgica de las hifas
4) Tipo de fibulas

5) Distribucién de las fibulas

6) Estructuras de propagacion

Para determinar: color de la colonia, color del reverso, y color de las hifas; se

utilizé el manual de color de Kornerup y Wanscher (1978).

Las hifas, fibulas y estructuras de propagacion, fueron observadas con un
microscopio Carl Zeiss modelo Axio Scope Al. El diametro de las hifas se determino
midiendo el ancho de 10 de éstas, utilizando el software AxioVision 4.8; para su

clasificacion se obtuvo un promedio con desviacion estandar.
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|. PRODUCCION DE INOCULO

La preparacion de indculo, o semilla, constituye la base para el cultivo de los
hongos comestibles en sustrato, y se refiere a la propagacién del micelio de éstos

en granos de gramineas. En el presente trabajo, se utilizé sorgo (Sorghum sp.).

Limpiezay esterilizacion de semilla

Se separaron las semillas enteras de las quebradas, desechando éstas
Gltimas, utilizando un cernidor con malla metalica (abertura: 3 mm). Las semillas
fueron lavadas, enjuagandolas varias veces, y posteriormente se hidrataron por
inmersion en agua por un periodo de 8 — 24 horas. Transcurrido el tiempo de
hidratacion, los granos se enjuagaron y se retirg el exceso de humedad pasando un

lienzo seco sobre éstos.

Posteriormente las semillas se sometieron a un proceso de coccion
(aproximadamente 10 minutos), evitando que no se deshicieran, con la finalidad de
romper el endospermo y permitir que la hifas penetren con mayor facilidad (Arana-
Gabriel et al., 2014); nuevamente, el exceso de humedad fue retirado con un lienzo

SecCo.

Se colocaron 300 g de estas semillas en bolsas de polipapel (30 x 20 cm), se
sellaron con cinta adhesiva y se esterilizaron durante 15 minutos a 121°C.

Inoculacién e incubacién

Las semillas esterilizadas se inocularon colocando dos pedazos de agar con
micelio, de aproximadamente 1 cm?, en cada una de las bolsas, procurando que el
area del agar con micelio quedara en contacto directo con el sorgo. Las bolsas

fueron cerradas y selladas, y finalmente se incubaron a 24°C.
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J. CRIOCONSERVACION

A temperaturas muy bajas, cualquier actividad quimica o enzimatica que
pueda dafar un organismo puede ser detenida de manera efectiva. El objetivo de la
crioconservacion es preservar material biologico a bajas temperaturas, por periodos
de tiempo prolongados, sin causar al organismo un dafio adicional, ademas del
ocasionado por la formacion de hielo durante la congelacién, por lo que
comunmente se usan soluciones crioprotectoras. Esta técnica es la utilizada en el
cepario del Laboratorio de Cultivo de Hongos Comestibles, del Instituto de Ecologia
(INECOL), para preservar especies de interés, a partir de su indculo en semilla de

sorgo.

Con fines para su conservacion, se evalud la viabilidad de las cepas
obtenidas en el presente trabajo, después de haber sido sometidas a dos diferentes
temperaturas: -80°C (ultracongelador) y -196°C (nitrégeno liquido), durante un
periodo de tiempo de un mes. El indculo utilizado fue preparado dos semanas

previas a la criogenizacion.

Esta prueba se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Hongos Comestibles,
del Instituto de Ecologia (INECOL).

Preparacién de solucion crioprotectora

Se prepar6é una solucion de glicerol (CsHs[OH]s) al 10% (v/v), y

posteriormente se esterilizd a 121°C durante 15 minutos.

Criogenizacién

El material utilizado: viales de policarbonato y cajas especiales para su

almacenaje, fue esterilizado previo a la criogenizacion.

Se depositaron 25 semillas en cada uno de los viales, debidamente

marcados. Posteriormente, utilizando una jeringa estéril, se coloco la solucion de
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glicerol hasta que ésta cubrio todas las semillas (aproximadamente 1.5 ml). Las
semillas se dejaron en contacto con la solucion crioprotectora durante una hora;
transcurrido este tiempo, los viales fueron colocados en las cajas, y éstas fueron
introducidas en el ultracongelador y en el contenedor de nitrégeno liquido, segun
correspondiera. Se hicieron duplicados por cada especie, para cada una de las

temperaturas de criogenizacion (2 réplicas x 2 temperaturas).

Descongelacion

Un mes después, a partir de la criogenizacion, las cajas que contenian los
viales fueron retiradas, tanto del nitrégeno liquido, como del ultracongelador. Tan
pronto se sacaron las cajas, éstas fueron puestas en bafio maria (30°C) durante 10

minutos, con la finalidad de descongelar las semillas y evitar dafiar el micelio.

Posteriormente, el contenido de los viales se vacié en cajas Petri estériles,
las cuales estaban en una posicion inclinada, para permitir que el exceso de glicerol
se escurriera de las semillas. Las 50 semillas, pertenecientes a cada especie, fueron
distribuidas en grupos de 10, en cajas Petri con medio PDA. Finalmente, éstas

fueron incubadas a 24°C, en completa oscuridad.

Evaluaciéon de viabilidad

Un dia después de haber descongelado las muestras, utilizando un
microscopio estereoscopico, se contaron y marcaron las semillas que presentaron
crecimiento micelial. Este procedimiento se repiti6 al dia siguiente, revisando

aquellas semillas que no habian sido marcadas la primera vez.

Con base en estos datos se obtuvo el porcentaje de viabilidad de cada
especie, para cada una de las temperaturas. El resultado se expres6 como

porcentaje de recuperacion.

(% de recuperacion)
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Tasa de crecimiento

Las semillas recuperadas se mantuvieron en incubacion (24 °C), y una vez
gue hubo suficiente micelio, se hicieron resiembras en cajas Petri con medio PDA;
esto para atemperar el hongo, después de haber sido sometido a tan bajas
temperaturas. Después de algunos dias, cuando el micelio habia invadido la
superficie del medio, se resembraron discos de agar con micelio (5 mm de
diametro). Esto se hizo con las muestras de ambas temperaturas de criogenizacion
y, ademas, con muestras de micelio que no habian sido congeladas; éstas ultimas
a manera de control. En total se inocularon nueve cajas por especie (3 temperaturas

x 3 réplicas).

La tasa de crecimiento se determin6 del mismo modo en el que se hizo la
caracterizacion de las cepas: 1) se trazaron los ejes cartesianos en cada caja; 2)
cada dia se tomaron fotografias (durante siete a 10 dias, dependiendo de la
especie); 3) los diametros del crecimiento micelial se midieron con el software
ImageJ; 4) los datos se registraron en una matriz; y 5) se obtuvo la tasa de
crecimiento por dia, por medio de la diferencia entre los valores de los didametros.

Se obtuvo un promedio general por cepa, con desviacion estandar, y los

resultados se expresaron en milimetros / dia.
(mm/d)o (mm *d?)
El andlisis estadistico se hizo con el programa Design-Expert version 9. Los

datos se sometieron a un ANOVA unifactorial, considerando la temperatura como

factor, y la velocidad de crecimiento como variable de respuesta.
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K. PRODUCCION DE BIOMASA EN MEDIO LiQUIDO

En este trabajo se evalu6 la produccidén de micelio en un medio liquido de
sacarosa, como fuente de carbono, y extracto de levadura, como proveedor de

nutrientes.

La produccion de biomasa de cada especie se evalud después de dos
semanas, y después de un mes, a partir de la inoculacién del medio. Esta prueba
se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Hongos Comestibles, del INECOL.

Preparacién de medio liquido

Se disolvieron 5 g de sacarosa, mas 5 g de extracto de levadura, por cada
litro de agua destilada. Se vertieron 100 ml de este medio en matraces Erlenmeyer
de 250 ml, y finalmente éstos fueron esterilizados a 121°C durante 15 minutos.

Se prepararon duplicados por especie, y por tiempo de evaluacion (dos

semanas, y un mes).

Inoculacién e incubacién

La inoculacién del medio liquido se hizo depositando en cada matraz dos
pedazos de agar con micelio, de aproximadamente 5 mm de diametro.
Posteriormente, los matraces fueron tapados con papel aluminio y se colocaron en
un agitador orbital, a velocidad constante, dentro de un cuarto de incubacién a una
temperatura de 24 °C. Estas condiciones se mantuvieron hasta el momento en el

gue se retiraron los matraces para determinar la cantidad de micelio producido.

Evaluacion de produccion de biomasa

Transcurrido el tiempo determinado, el micelio contenido en los matraces se

separd del medio liquido utilizando papel filtro Whatman grado 1; este papel fue
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previamente llevado a peso constante, colocandolo un dia anterior en un horno a
50°C.

Una vez filtrado el medio, el papel, que ahora contenia el micelio,
nuevamente fue llevado a peso constante, permaneciendo en el horno al menos 24
horas, antes de ser pesado. Finalmente se pesO la muestra, y la cantidad de
biomasa producida se determin6 por medio de la diferencia de peso del papel filtro,

antes y después de contener el micelio.

A = peso del papel filtro (peso constante)
B = peso del papel filtro + micelio (peso constante)

(B — A) = biomasa producida

Se obtuvo un promedio, con desviacion estandar, para cada una de las
especies. Los resultados se expresaron en mg de micelio producido / ml de medio
liquido.

(mg / ml)

L. ESTIMACION DE LA BIOMASA O “POTENCIAL BIOLOGICO”
EN SUSTRATO MEDIANTE LA HIDROLISIS DEL DIACETATO
DE FLUORESCEINA (FDA)

El método utilizado fue el descrito por Swisher y Carrol (1980), modificado
por Inbar et al. (1991), el cual consistié en hacer ensayos, semanalmente, utilizando
muestras homogeéneas de sustrato invadido por el micelio. El ensayo se llevé a cabo
en dos partes: 1) determinacion del peso seco de las muestras, y 2) determinaciéon
de la hidrolisis del diacetato de fluoresceina (FDA) mediante el uso de reactivos.
Esta prueba se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Hongos Comestibles, del
INECOL.
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Preparacion de muestras

Se produjo inéculo en frascos pequefios de vidrio, con aproximadamente 40
g de semilla de sorgo, colocando tres discos de agar con micelio (5 mm de didametro)
en cada frasco. Posteriormente, los frascos se taparon con papel aluminio y se
incubaron a 24°C, en completa oscuridad. Se prepararon dos frascos por especie,

por cada semana en la que se realiz6 el ensayo (2 réplicas x 5 semanas).

Peso seco

Se colocé 0.5 g de muestra en un analizador de humedad halégeno modelo
MB35-2A0, en el cudl la muestra fue sometida a 150°C, durante un tiempo
indeterminado, hasta que el equipo terminé de analizar el porcentaje de humedad
contenido en las semillas con micelio. Se hicieron cinco repeticiones para cada una

de las cuatro especies.

Preparacion de reactivos

Se prepard solucibn madre, tampon fosfato de potasio, reactivo FDA y

reactivo “A” (Anexo 3).

Gamma (curva de calibracion)

Se hizo la gamma una sola vez a partir del reactivo “A”, la cual se usé como
referencia en todos los ensayos. Se utilizaron siete diferentes diluciones, que
correspondieron a la concentracion de pug de FDA hidrolizados. La densidad Optica
(DO) se leyd a 490 nm, con un espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 200
serie UV-Visible, utilizando el software INSIGHT 2.
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Concentracion pg
No. de muestra Reactivo “A” H20 destilada Acetona de FDA
hidrolizados

1 3.0ml 7.0 ml 10 ml 180 pg

2 2.5 ml 7.5 ml 10 ml 150 pg

3 2.0ml 8.0 ml 10 ml 120 pg

4 1.5ml 8.5 ml 10 ml 90 ug

5 1.0 ml 9.0 ml 10 ml 60 ug

6 0.5 ml 9.5 ml 10 ml 30 g

7 0ml 10 ml 10 ml 0 ug

Esta gamma se vuelve a hacer sélo si se cambia de solucibn madre para

preparar el reactivo “A”.

Ensayo

Se tomaron dos frascos por especie, y las semillas contenidas se mezclaron
para obtener una muestra homogénea. Estas muestras fueron destructivas, es
decir, una vez utilizadas se descartaron, utilizando frascos nuevos cada semana.

Antes de iniciar el ensayo, todos los tubos y el papel filtro utilizados fueron
esterilizados durante una hora a 121°C.

Para determinar la concentracién de ug de FDA hidrolizados, se coloc6 0.7 g
de muestra homogeneizada en cada uno de los tubos previamente marcados (E1,
E2, E3, T, TF). Se agregd 2.5 ml de reactivo FDA, mas 7.5 ml de tampon fosfato en
los tubos de ensayo (E1, E2, E3); 2.5 ml de tampdn fosfato de potasio, mas 7.5 ml
de agua destilada en el tubo testigo (T); y 0.5 ml de reactivo “A”, mas 9.5 ml de

tampodn fosfato en el tubo del testigo fluorescente (TF).

Adicionalmente se marcaron dos tubos extras; el super testigo (ST), al que
se le anadié 2 ml de reactivo “A”, mas 8 ml de tampon fosfato; y el blanco (B), al que

se le agrego 5 ml de reactivo FDA, mas 5 ml de acetona. A ninguno de estos dos
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tubos se les colocé muestra, por lo que no fue necesario hacer repeticion por

especie.

Es importante mencionar que las cantidades de los reactivos que se
colocaron en cada uno de los tubos, fue del 25% respecto al método descrito por
Inbar et al. (1991) (excepto para el super testigo y el blanco), debido a que siguiendo
el método original, los valores de las concentraciones de FDA sobrepasaban los

establecidos en la gamma.

Después de haber agregado los reactivos a cada uno de los tubos, éstos
fueron incubados en bafio maria durante 30 minutos, a una temperatura de 30°C.
Posteriormente, se les adicioné 10 ml de acetona, con la finalidad de detener la
reaccion; los tubos se agitaron manualmente y las soluciones fueron filtradas en

tubos limpios y debidamente marcados (E1, E2, E3, T, TF).

Finalmente se leyo la DO de cada muestra en el espectrofotometro a 490 nm,

tomando como referencia la gamma previamente hecha.

Célculo de resultados

El calculo de los resultados se hizo inicialmente para cada una de las
muestras, para después hacer un calculo final por cepa. Para que los resultados
pudieran ser expresados en pug de FDA hidrolizados por gramo de sustrato seco, se

realizaron los siguientes calculos.

Célculos por muestra

. Se determin¢ para cada una de las muestras:

A = cantidad de sustrato fresco

B = cantidad de sustrato seco
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C = cantidad exacta de sustrato por tubo

. Se calcularon los promedios de las cinco muestras para A y B; con estos
promedios se pudo saber a cuantos gramos de sustrato seco equivale 1 g de

sustrato fresco (por cepa).

. Esteresultado se utilizé para conocer el peso exacto del sustrato seco contenido

en cada tubo.

. Los resultados obtenidos de las lecturas en el espectrofotometro, fueron los
correspondientes a una cantidad determinada de pg de FDA hidrolizados por
una cierta cantidad de sustrato seco. Esta cantidad se ajust6é a 1 g de peso, por

medio de una regla de tres (por tubo).

. Debido a que el método se ajustd al 25%, para cada uno de los valores
anteriores, asi como para el testigo y el super testigo de cada especie, se realizo

una regla de tres, para asi tener resultados en una concentracion del 100%.

Célculos finales por cepa

. Alos valores de los ensayos (E1, E2, E3) se les resto el valor de su respectivo

testigo

. El porcentaje de recuperacion de la fluorescencia (R) para cada muestra, se

calculo a partir de la siguiente férmula:

R = (DO testigo fluorescente) — (DO testigo) / DO super testigo

E1/E2/E3 = (DO ensayo) — (DO respectivo testigo) / R

Por dltimo se obtuvo un promedio, con desviacion estandar, de E1, E2 y ES3.
Los resultados se expresaron en ug de FDA hidrolizados / g de sustrato seco.
(Mg /gr) o (ug*grt)
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A. COLECTA DE EJEMPLARES

Se colectaron esporomas de 10 especies de macromicetos: Auricularia
nigricans, Cookeina sulcipes, Cookeina tricholoma, Daldinia sp., Laetiporus
sulphureus, Lentinus crinitus, Panus lecomtei, Polyporus sp., Pycnoporus
sanguineus y Volvariella bombycina (Anexo 4).

B. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Los porcentajes de inhibicion del crecimiento de Trichoderma atroviridae,
Colletotrichum gloeosporoides, Fusarium oxysporum Yy Rhizoctonia solani, por el
efecto de los extractos metandlicos de 10 especies de macromicetos, se muestran

en la Tabla 1.

Los valores negativos indican que al contacto con algunos de los extractos,
los micromicetos tuvieron una mejor tasa de crecimiento respecto a su testigo;
efecto contrario al que se esperaba obtener. En cuanto a los valores positivos, que
indican inhibicién del crecimiento, éstos no fueron significativos, comparados con el

efecto de un fungicida comercial (Antrak) (Figura 1).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con aquellos
reportados por Jiménez-Zarate (2017), para siete especies de HSC encontrados en
la misma region (Tabla 1), cuyos extractos metandlicos tampoco presentaron un
efecto antifingico importante contra estas mismas cuatro especies de micromicetos,
y que, por el contrario, en algunos casos también promovieron un mejor crecimiento

de éstos.
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% de inhibicién de micromicetos

Tabla 1. Actividad antifingica del extracto metandlico de 10 especies de macromicetos.

Especie C. gloeosporioides  F. oxysporum R. solani T. atroviridae
Testigo 0.00 £ 1.89 0.00£0.78 0.00 £ 0.50 0.00+2.16
A. nigricans - 10.62 £ 0.74 - -11.24 £ 1.44
C. sulcipes -12.53 + 2.89 145+1.36 2577+097 4.80+1.92
C. tricholoma 222+1.31 0.70+1.28 -1.20+2.66 -7.82+2.37
Daldinia sp. 2.97+1.77 3.11+0.26 2898+239 -5.06+1.18
L. sulphureus -8.78 £ 0.77 442+044 30.82+291 -0.70+1.81
L. crinitus -1.77+0.14 455+1.32 10.02+1.98 5.75+0.46
P. lecomtei -10.63+£0.72 4.55 + 0.67 453+1.18 -26.93+1.41
Polyporus sp. 7.42£2.19 5.02+0.91 9.95+2.20 -31.93+4.97
P. sanguineus 2.87 £ 0.49 1483+1.05 -543+1.05 -3.59+1.88
V. bombycina 19.37 £ 3.47 5.04+1.79 3.61+1.68 -7.03+4.28
Antrak 98.45 + 2.68 86.25+2.27 59.89+1.81 100.00*0.00
Otros hongos
Testigo * 0.00 + 3.59 0.00 +1.53 0.00 + 0.45 0.00 +1.30
A. delicata * -1.12 £1.37 20.88+4.47 2.09+2.36 3.42 £ 4.50
A fuscosuccinea * 3.82+294 17.83+£8.24 2.60+1.50 -5.82 + 1.57
C. lateritius * 13.44+£2.18 10.31+£0.98 7.85+1.28 9.13+0.32
F. brasiliensis * 8.61 + 3.24 3.08 £ 0.62 402+253 -397+1.26
P. domingensis * - 27.20+1.62 17.26+0.94 16.01+2.90
P. djamor * -1.37+£0.85 29.33+234 -344+185 -4.96+1.20
S. commune * -4.38 £ 3.46 28.94+4.16 -4.07+050 -5.27%0.63
Antrak * 100 £ 0.00 100£0.00 83.55+0.84 100+ 0.00

En rojo: valor mas alto; en azul: valor mas bajo para ambos métodos. Datos obtenidos de: *
Jiménez-Zarate (2017).
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Figura 1. Actividad antifungica del extracto metandlico de 10 especies de macromicetos.

En su ambiente natural, todos los hongos contienen sustancias activas que
les confieren ventajas sobre sus potenciales competidores. Los hongos
fitopatdgenos, por ejemplo, producen enzimas hidroliticas extracelulares que les
permiten penetrar e infectar el tejido de sus hospederos, contribuyendo asi a la
patogénesis; su grado de virulencia puede surgir de diferencias en la produccion de
enzimas extracelulares (Kikot et al., 2008). Demain y Fang (2000) mencionan que
los metabolitos secundarios son mas comunes en los hongos ascomicetos y
mitosporicos, incluyendo especies del género Fusarium y Trichoderma, lo que
influye en la supervivencia del organismo, aumentando su fuerza competitiva. Los
basidiomicetos también producen este tipo de metabolitos, aunque en menor

proporcion.

Por otro lado, los basidiomicetos son capaces de inhibir el desarrollo de
bacterias y otros hongos que se encuentran en su microhabitat, lo que indica que

las sustancias antimicrobianas que producen tienen una implicacion ecoldgica
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importante (Sidorova & Velikanov, 2000); de hecho, a partir de algunas especies,
se han logrado aislar varios compuestos que inhiben el crecimiento de hongos
saprofitos y fitopatégenos (Anke, 1997), como en el caso de Volvariella volvacea,
Lentinula edodes y Auricularia polytricha, cuyos extractos a base de metanol y
acetato de etilo, tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de algunos patégenos
foliares (Alternaria solani, Colletotrichum capsici, Rhizoctonia solani y Pythium
aphanidermatum) (Radhajeyalakshmi et al., 2012), o como las especies del género
Phellinus, que producen citotoxinas capaces de inhibir el crecimiento de hongos
como Colletotrichum lagenarium, Pyricularia oryzae, Rhizoctonia solani, Aspergillus
fumigatus y Trichophyton mentagrophytes (Hwang et al., 2000). Considerando estos
ejemplos, los resultados de este trabajo no deben ser interpretados como que los
macromicetos (ascomicetos o basidiomicetos) tienen una muy baja, o nula,
capacidad antifangica, sino que la metodologia aqui seguida no funcion6é para
obtener compuestos que sean capaces de inhibir el crecimiento de otros hongos de
importancia econémica, sin embargo, no sabemos si bajo otra técnica si pudiera

encontrarse el efecto esperado.

C. ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA

A las 36 horas, a partir de que inicié el ensayo, se observaron nematodos
inmoviles en el medio M9, por lo que se consideré que aquellos extractos que
produjeron paralisis en los nematodos antes, o a partir de las 24 horas, a mas del
50% de los individuos, tuvieron una actividad antihelmintica importante; estas
especies fueron Daldinia sp., L. sulphureus, P. lecomtei, Polyporus sp. y V.
bombycina. A las 36 horas se observo este efecto en los extractos de A. nigricans,
L. crinitus y P. sanguineus, el cual fue del 93.33, 100 y 56.67% de los nematodos,
respectivamente. C. sulcipes y C. tricholoma no tuvieron un efecto significativo, sino

hasta las 48 horas (Figura 2).

Jiménez-Zarate (2017) reportd tres especies de macromicetos, que se
encuentran en la misma zona de estudio, cuyos extractos metandlicos también

55



tuvieron un efecto antihelmintico a partir de las 24 horas (P. djamor, P. domingensis
y S. commune), y una mas que tuvo este efecto a las 36 horas (A. fuscosuccinea)
(Tabla 2).

Actividad antihelmintica -9
B A, nigricans
m C. sulcipes
’ C. tricholoma
m Daldinia sp.
100 m L. sulphureus
L. crinitus
R 90 P, lecomtei
-(_'ié 80 Polyporus sp.
5 70 P, sanguineus
o 60 mV. bombycina
% u | evamisol
_o 50
T
E 40 Levamisol
(O] V. bombycina
o 30 P. sanguineus
6 PP‘o\ypo;us sp.
. lecomtel
o 20 L. crinitus
L. sulphureus
10 Daldinia sp.
O C. tricholoma
n C. sulcipes
Oh 1h 2h ah A. nigricans
6h gp M9
: 24 36 h 451
Tiempo

Figura 2. Actividad antihelmintica del extracto metandlico de 10 especies de macromicetos.

El efecto nematicida de algunas especies del género Daldinia ya ha sido
reportado anteriormente; asimismo, se conocen algunos de los metabolitos
involucrados (p. ej. benzofenonas, policétidos, citocalasinas y triterpenos) (Yumaya
et al., 2013; Anke, 1995). El extracto metandlico de Daldinia sp. obtenido en este
trabajo, tuvo una notable actividad antihelmintica a partir de la primera hora, tiempo
en el que se observo que el 50% de los nematodos estaban paralizados, siendo asi
la especie mas efectiva. Por este motivo se realizé un ensayo para determinar la
capacidad antihelmintica de este extracto bajo diferentes concentraciones (Figura
3). En éste, las diluciones al 75 y 50%, fueron aquellas que tuvieron un efecto
significativo (Tabla 3); en el caso de la solucion al 75%, los resultados fueron

semejantes a aquellos observados durante el primer ensayo.

56



Actividad antihelmintica (Daldinia sp.)

M9
m75%
m50%

25%

100
90

= 10%
80 / " 1%

70 m Levamisol
60
50

‘0 A

30

20 Levamisol

1%
10

10%
0 25%

oh 50%
1h 5p ah 75%
6h 8h M9

24h
36N 4gh

Porcentaje de paralisis

Tiempo

Figura 3. Actividad antihelmintica del extracto metandlico de Daldinia sp., en cinco diferentes
concentraciones.

En 2014, Li & Zhang mencionaron el reporte de cerca de 280 especies,
pertenecientes a 150 géneros, tanto de ascomicetos como basidiomicetos, que
producen compuestos toxicos que son activos contra nematodos; entre las especies
gue mencionan se encuentra P. sanguineus y Daldinia concentrica. Por otro lado,
existen pesticidas biodegradables que tienen una actividad similar a aquella de los
nematicidas comerciales, y que estan compuestos por uno o varios metabolitos
extraidos de hongos de géneros como Laetiporus y Lentinus (Hiromoto, 2000), lo
que tiene correspondencia con los resultados aqui obtenidos. Para A. nigricans, P.

lecomtei y V. bombycina no se encontraron registros de actividad antihelmintica.

En ambas gréaficas (Figura 2 y 3) se puede observar que, aun cuando en un
determinado tiempo hubo paralisis de nematodos, esto no fue constante en las
siguientes observaciones, pues algunos individuos paralizados eventualmente
recuperaron su movilidad. Esto podria deberse a que algunos compuestos

contenidos en los extractos, ingresaron en el organismo del nematodo teniendo este
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efecto; sin embargo, después de un tiempo, el organismo pudo asimilar o desechar
estos compuestos, regresando a su estado normal (com. per. Mayoral-Pefa, 2017).
Se ha visto que este efecto nematistatico puede suprimir el desarrollo de los
individuos en las plantas, disminuyendo el niamero de hembra, asi como la

produccion de huevos (Decker, 1989).

En general, los nematodos son resistentes a muchos quimicos, pues su
cuticula y la de la membrana de sus huevos, les proporciona una cobertura de
proteccion. En las larvas, esta cuticula no es completa, lo que permite que el veneno
entre a través de la abertura oral; en cambio, los huevos si tienen una cobertura
completa, la cual es extremadamente dificil de penetrar (Decker, 1989). Sin
embargo, debido a sus diferentes mecanismos de defensa, entre los que se
encuentra la produccion de toxinas nematicidas o nematistaticas, los hongos son
una excelente alternativa como estrategia para el control de poblaciones de
nematodos pardsitos de plantas, y disminuir el uso de productos quimicos y sus
potenciales efectos negativos; asi como tratamiento o preventivo contra infecciones

del aparato digestivo ocasionadas por helmintos.
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Tabla 2. Actividad antihelmintica del extracto metandlico de 10 especies de macromicetos. En rojo: especie con la mayor actividad antihelmintica.

Especie
M9
A. nigricans
C. sulcipes
C. tricholoma
Daldinia sp.
L. sulphureus
L. crinitus
P. lecomtei
Polyporus sp.
P. sanguineus
V. bombycina
Levamisol

Otros hongos
M9 *
A. delicata *

A. fuscosuccinea *

C. lateritius *

F. brasiliensis *
P. domingensis *
P. djamor *

S. commune *
Levamisol *

1
0+0
0+0
0+0
0+0
50+ 10

3.00 £5.77
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
100+ 0

0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
100+ 0

2
3.33+5.77
0+0
6.67 £11.55
0+0
10+ 10
6.67 £ 11.55
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
100+ 0

0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
100+0

Datos obtenidos de: * Jiménez-Zarate (2017).

4
00
0+0
0+0
0+0

86.67 +5.77
0+x0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0

100+£0

0+0
0+0
0+0
0+0
3.33£5.77
0+0
0+0
0+0
100+ 0

0x0
0+0
0+0
0+0
100+ 0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
100+ 0

+0

0
0+
0+
0

Horas

0+0
0+0
0+0
0+0
100+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
100+ 0

0+0
0=+
0+0
0
0
0

24
0+0
0+0

30+20
3.33+£5.77
100+ 0
63.33 £ 55.08
26.67 + 28.87
100+ 0
100+0
3.33+5.77
73.33 + 25.17
100+ 0

0+0
6.67 +11.55
33.33+£41.63

0+0
3.33+£5.77
63.33 +11.55
66.67 £ 15.28
63.33 £40.41

100+ 0

36

3.33+5.77

93.33 £11.55

6.67 £ 11.55
10+ 10
100+ 0
100+ 0
1000
100+ 0
1000

56.67 + 15.28
1000
100+ 0

0+0
00
100+ 0
0+0
6.67 £5.77
1000
93.33+ 5.77
100+ 0
100+ 0

48

6.67 +5.77
96.67 +5.77
93.34 +5.77
63.33 £ 55.08
8010
100+ 0
1000
100+ 0
1000
83.33 +15.28
1000
93.33 £ 11.55

3.33+£5.77
16.67 + 15.28
100+ 0
3.33+5.77
16.67 +5.77
1000
96.67 +5.77
100+ 0
86.67 +15.28
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Tabla 3. Actividad antihelmintica del extracto metandlico de Daldinia sp. en cinco diferentes concentraciones.

Horas
Concentracion 1 2 4 6 8 24
M9 10+1 101 0x0 6.67 £ 1.15 10+£1.73 0+£0
75 % 43.33+3.21 56.67 £2.31 76.67 £2.08 1000 1000 1000
50 % 46.67 + 2.08 13.33+£1.53 63.33+3.06 93.33+1.15 1000 1000
25 % 26.67 + 4.62 10£1.73 23.33+£1.53 33.33+£4.04 26.67 £ 3.79 43.33+£3.79
10 % 33.33+£2.89 3.33+0.58 20+£1.73 23.33+£3.21 10+£1.73 6.67 = 1.15
1% 20+1 20+1 6.67 £ 0.58 3.33+£0.58 26.67 £ 2.08 0+0
Levamisol 1000 1000 1000 100+ 0 100+ 0 53.33+£1.15

36
0+0
100+ 0
100+ 0
70+ 3
20+ 2.46
0+0
93.33+1.15

48
0+0
100+ 0
100+ 0
83.33+2.89
36.67 +5.51
0+0
1000
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D. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

DPPH

El método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) se basa en la habilidad de un
potencial antioxidante para eliminar los radicales libres por medio de la transferencia
de un atomo de hidrégeno; asimismo, detecta la habilidad de un antioxidante para
transferir un electrén, y asi reducir cualquier compuesto, incluyendo metales y

radicales libres (Prior et al., 2005).

Para la curva de calibracibn, se tomaron como referencia ocho
concentraciones de Trolox, cuyo valor de coeficiente de relacion (R?) fue de 0.9978
(Figura 4).

Curva de calibracién Trolox (DPPH)
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Figura 4. Curva de calibracion Trolox utilizada como referencia para el ensayo con DPPH.

Base seca

Los valores de la capacidad antioxidante (CAO) de los extractos lipofilico e

hidrofilico, en base seca, de cada una de las 10 especies evaluadas se muestran
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en la Tabla 4; donde, ademas, estos valores estan dados en micromoles
equivalentes de Trolox/100 g de muestra, y miligramos equivalentes de Trolox/100
g de muestra. De acuerdo al método DPPH, Daldinia sp. fue la especie en cuyo
extracto lipofilico hay mayor actividad antioxidante (AAO), lo que podria atribuirse a

su alto contenido de extracto etéreo (5.61%) (Tabla 13).

De las especies comestibles, Laetiporus sulphureus, Polyporus sp. y V.
bombycina, presentaron los valores mas altos, y del mismo modo que Daldinia sp.,
hubo una relacion con su porcentaje de extracto etéreo en base seca. Panus
lecomtei, a pesar de tener un bajo porcentaje de lipidos (0.56%), presentd una AAO
comparable al de Polyporus sp. y V. bombycina (Tabla 4), lo que indica que en este
extracto, esta especie podria contener compuestos antioxidantes de buena calidad.
El resto de las especies, en promedio, presentaron valores similares a los de

algunas especies de HSC reportadas por Jiménez-Zarate (2017).

Tabla 4. Capacidad antioxidante en base seca con el método DPPH.

Actividad antioxidante con DPPH en base seca

Extracto lipofilico Extracto hidrofilico

Especie
pmol/100g mg/100g pmol/100g mg/100g
A. nigricans 714.04 + 505.73 178.71 + 126.58 52659.61 +4386.87 13180.17 + 1097.99
C. sulcipes 832.11 + 153.66 208.26 + 38.46 56152.02 +5475.51  14054.28 + 1370.47
C. tricholoma 683.40 £ 90.97 171.04 £ 22.77 48350.25 + 2003.27 12101.58 + 501.40
Daldinia sp. 4817.88 £293.12 1205.86 + 73.36 52455.37 £ 8083.75  13129.05 + 2023.28
L. sulphureus 1856 + 212.60 464.65 + 53.21 24413.93 £ 1452.94 6110.56 + 363.66
L. crinitus 971.88 + 98.70 243.25 + 24.70 35606.00 +4136.10 8911.82 + 1035.22
P. lecomtei 1344.61 £ 199.31 336.54 + 49.89 44326.82 + 6411.58  11094.56 + 1604.75

Polyporus sp.

P. sanguineus

V. bombycina
Otros hongos

A. delicata *

A fuscosuccinea *
C. lateritius *

S. commune *

1437 + 209.09
408.96 + 374.39
1405 + 226.03

135.73 £ 93.98
61.67 +17.22
2544.57 + 189.03
1251.74 £ 210.18

359.86 + 52.33
102.35 £ 93.71
351.87 £ 56.57

33.97 £23.52
1544 + 431
318.44 £ 47.31
313.30 + 52.61

44388.09 + 4811.32
28723.28 + 3034.18
33461.53 + 2958.16

83130.09 + 5160.53
66583.46 + 2025.35
64654.47 £ 2770.50
81360.72 + 8163.02

11109.89 + 1204.23
7189.15 *+ 759.42
8375.08 + 740.40

20806.63 + 1291.63
16665.18 + 506.92
16182.37 £ 693.43
20363.77 £ 2043.12

En rojo: valor mas alto; en azul: valor mas bajo. Datos obtenidos de: * Jiménez-Zarate (2017).
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En el extracto hidrofilico hubo mucha mayor AAO, comparada con aquella
del extracto lipofilico, lo que puede atribuirse a que, por el alto contenido de
humedad de los hongos, la mayoria de sus compuestos se encuentran

concentrados en el agua.

Las especies en cuyo extracto hidrofilico se detecté mayor CAO en base seca
fueron C. sulcipes, A. nigricans, Daldinia sp. y C. tricholoma. En estos resultados no
se vio una relacién entre el contenido de humedad de cada especie, con su AOC;
por lo que no se pudo determinar si ésta estuvo dada por la abundancia de

compuestos antioxidantes, o por su calidad.

Base humeda

Del mismo modo que en los andlisis quimicos proximales, la determinacion
de la capacidad antioxidante en base humeda es importante, pues de esta manera
se sabe cual es su aporte al ser consumidas estas especies en estado fresco. Los
valores de la CAO de los extractos lipofilico e hidrofilico, en base humeda, se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Capacidad antioxidante con DPPH en ymol y mg equivalente de Trolox/100g de hongo en
base himeda.

Actividad antioxidante con DPPH en base hiimeda

Extracto lipofilico Extracto hidrofilico

Especie
pumol/100g mg/100g pmol/100g mg/100g
A. nigricans 14.07 £ 9.96 3.52+2.49 1037.39 + 86.42 259.65 + 21.63
C. sulcipes 128.98 + 23.82 32.28 £5.96 8073.56 + 848.70 2178.41 +212.42
C. tricholoma 140.30 £ 18.68 35.12 £ 4.67 9926.31 £ 411.27 2484.46 £ 102.94
Daldinia sp. 140.68 + 8.56 35.21+2.14 1531.70 £ 236.05 383.37 £59.08
L. sulphureus 97.65+11.18 24.44 £ 2.80 1284.17 + 76.42 321.42 £19.13
L. crinitus 15.36 £ 1.56 3.84+0.39 562.57 £ 65.35 140.81 + 16.36
P. lecomtei 241.63 £ 35.82 60.48 + 8.96 7965.53 £ 1152.16 1993.69 £ 288.37
Polyporus sp. 48.31+7.03 12.09 +1.76 1491.44 + 161.66 373.29 + 40.46
P. sanguineus 7.16 £ 6.55 1.79+1.64 502.66 + 53.10 125.81 + 13.29
V. bombycina 58.06 £ 9.34 1453 £ 2.34 1381.96 + 122.17 345.89 + 30.58

Otros hongos
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A. delicata * 18.64 +12.90 4.66 * 3.23 11413.76 £ 708.54 2856.75+177.34

A fuscosuccinea * 6.12+1.71 1.53+0.43 6605.08 + 200.91 1653.19 £ 50.29
P. djamor * 141.76 + 80.28 35.48 £ 20.09 9183.06 + 632.66 2298.43 + 158.35
S. commune * 237.66 £ 39.91 59.48 + 9.99 15447.69 + 1549.89 3866.40 + 387.92

En rojo: valor mas alto; en azul: valor mas bajo. Datos obtenidos de: * Jiménez-Zarate (2017).

Para el extracto lipofilico, las especies comestibles con la mayor AOC fueron
P. lecomtei, C. tricholoma, y C. sulcipes, cuyos porcentajes de humedad fueron los
mas bajos (Tabla 13), por lo que sus compuestos antioxidantes se encuentran
menos disueltos, y disponibles en mayores cantidades en los ejemplares frescos;
en contraste con L. sulphureus, Polyporus sp. y V. bombycina, las tres especies con
los valores mas altos de CAO en base seca, y que presentaron porcentajes de
humedad superiores al 95%.

En el caso de C. tricholomay C. sulcipes, su contenido de extracto etéreo en
base humeda tiene relacion con su AAO, pues estas especies fueron las de mayor
porcentaje de lipidos disueltos; en este aspecto, es importante destacar que P.
lecomtei, en base humeda, fue la especie con la mas alta CAO, siendo que su
porcentaje de extracto etéreo fue de los mas bajos (0.10%), lo que, al igual que en
base seca, es un indicio de que los compuestos antioxidantes en su extracto
lipofilico si bien no soy abundantes, si son muy eficientes para el control de radicales

libres.

Para el extracto hidrofilico, al igual que en el lipofilico, C. tricholoma, C.
sulcipes y P. lecomtei fueron las especies comestibles que presentaron mayor AAO
(Figura 5). Como ya se ha mencionado, estos resultados aparentemente tienen una
correspondencia con su bajo contenido de humedad, pero ademas, cabe destacar
gue estas tres especies tuvieron los mejores resultados en cuanto a aporte
nutricional en base humeda, lo que podria sugerir que es en alguna(s) de esas

fracciones (cenizas, proteina cruda, fibra cruda y/o extracto libre de nitrégeno) es
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donde se encuentran los agentes que les confieren esta propiedad como

potenciales antioxidantes.

Actividad antioxidante en DPPH (bh)
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Figura 5. Actividad antioxidante de extractos hidrofilico y lipofilico en base himeda, utilizando el
método DPPH.

FRAP

El método FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) detecta aquellos
antioxidantes que tienen la habilidad de eliminar los radicales libres mediante la
transferencia de un electrén (Prior et al., 2005). Para la curva de calibracién, se
tomaron como referencia cinco concentraciones de Trolox, cuyo coeficiente de
relacion (R?) fue de 0.9948 (Figura 6).
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Figura 6. Curva de calibracién Trolox utilizada como referencia para el ensayo con FRAP.

Base seca

En la Tabla 6 se muestran los valores, en base seca, de la CAO de los
extractos lipofilico e hidrofilico para las todas las especies evaluadas (umol
equivalentes de Trolox/100 g de muestra y mg equivalentes de Trolox/100 g de

muestra) mediante el método FRAP.

Al igual que con el método DPPH, las especies con mayor AAO fueron
Daldinia sp., L. sulphureus, Polyporus sp. y V. bombycina, habiendo, nuevamente,
una correspondencia con sus porcentajes de lipidos; sin embargo, a pesar de que
entre las 10 especies hubo diferencias significativas en su contenido de extracto
etéreo (Tabla 13), para el ensayo con el método FRAP, los valores de AAO no

fueron tan diferentes unos de otros, como ocurrié en el ensayo con DPPH.

Todas estas especies, presentaron valores inferiores a aquellos reportados

para algunas especies de HSC de la misma region (Jiménez-Zarate, 2017).
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Tabla 6. Capacidad antioxidante con FRAP en umol y mg equivalente de Trolox/100g de hongo en

base seca.

Especie

A. nigricans

C. sulcipes

C. tricholoma
Daldinia sp.

L. sulphureus
L. crinitus

P. lecomtei
Polyporus sp.
P. sanguineus
V. bombycina
Otros hongos
A. delicata *

A fuscosuccinea *
C. lateritius *

F. brasiliensis *

Extracto lipofilico

pmol/100g
1057.10 £ 255.00
1355.54 + 37.36
1331.38 £ 105.70
1624.39 + 47.05
1607.95 £ 24.32
1331.49 + 54.63
1180.40 £ 100.80
1430.84 + 20.05
1195.50 + 174.75
1542.23 £ 42.54

2759.51 + 365.10
2453.37 + 207.47
2856.46 + 373.46
2879.78 + 544.22

mg/100g
264.58 + 63.82
339.28 + 9.35
333.23 + 26.46
406.57 £ 11.78
402.45 £ 6.09
333.26 + 13.67
295.44 + 25.23
358.12 + 5.02
299.22 + 43.74
386.01 £ 10.65

690.68 + 91.38
614.05 + 51.93
714.94 + 93.47
720.78 +136.21

Actividad antioxidante con FRAP en base seca

Extracto hidrofilico

pmol/100g
12703.46 + 783.63
21534.61 + 157.52
19516.06 + 888.68
27001.70 £ 699.11
9164.78 = 334.79
12437.38 £ 275.84
16283.47 + 843.45
18238.39 + 628.67
16314.35 + 1566.20
23344.05 + 880.88

46595.29 + 408.80
41979.13 + 1495.22
52898.21 + 3837.47
22079.38 + 5743.15

mg/100g
3179.55 + 196.13
5389.90 + 39.43
4884.68 + 222.43
6758.26 + 174.98
2293.85 + 83.79
3112.95 + 69.04
4075.59 + 211.11
4564.89 + 157.35
4083.32 + 392.00
5842.78 + 220.48

11662.34 + 102.32
10506.96 + 374.24
13239.89 + 960.48
5526.25 + 1437.45

En rojo: valor mas alto; en azul: valor mas bajo. Datos obtenidos de: * Jiménez-Zarate (2017).

Daldinia sp., L. sulphureus, C. sulcipes y C. tricholoma, fueron las especies

en cuyo extracto hidrofilico hubo mayor AAO; excepto por L. sulphureus, estos

resultados fueron los mismos que con el método DPPH, y de la misma forma, no se

vio una relacién entre la CAO de las 10 especies con su contenido de humedad,

ademas de que sus valores no difirieron significativamente entre ellos. Una vez mas,

los valores de estas 10 especies, fueron por mucho inferiores a los de otras

especies.

Base humeda

En base humeda, los extractos lipofilicos de C. tricholoma, P. lecomtei y C.

sulcipes presentaron los valores de CAO mas altos (Tabla 7); de nuevo, hubo una

correspondencia con su bajo contenido de humedad, respecto a las otras especies,
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asi como con su porcentaje de extracto etéreo en base humeda, cuyos valores

fueron los mas altos (Tabla 13).

Asimismo, para este ensayo, al igual que con el método DPPH, estas tres

especies fueron las mas eficientes en el control de radicales libres; sin embargo,

sus valores son inferiores a los reportados para otras especies comestibles.

Respecto a A. nigricans, Daldinia sp., L. sulphureus, L. crinitus, Polyporus sp., P.

sanguineus y V. bombycina, su AAO es por mucho inferior al de las tres principales

(Imagen 3).

Tabla 7. Capacidad antioxidante con FRAP en umol y mg equivalente de Trolox/100g de hongo en

base humeda.

Especie

A. nigricans

C. sulcipes

C. tricholoma
Daldinia sp.

L. sulphureus
L. crinitus

P. lecomtei
Polyporus sp.
P. sanguineus
V. bombycina
Otros hongos
A. delicata *

A fuscosuccinea *
F. brasiliensis *
S. commune *

Extracto lipofilico

pmol/100g
20.82 £5.02
210.11 £5.79
273.33+21.70
47.43 £ 1.37
84.58 + 1.28
21.04 £ 0.86
212.12 +£18.11
48.08 £ 0.67
20.92 + 3.06
63.69 + 1.76

378.88 +50.13
243.37 + 20.58
418.72 £ 79.13
327.65+7.69

mg/100g
5.21+1.26
52.59 + 1.45
68.41 +5.43
11.87 £ 0.34
21.17+0.32
5.27+0.22
53.09 £ 4.53
12.03 +0.17
5.24 +0.77
15.94 + 0.44

94.83 +12.55
60.91 +5.15
104.80 £ 19.81
82.01£1.93

Actividad antioxidante con FRAP en base hiimeda

Extracto hidrofilico

pmol/100g
250.26 + 15.44
3337.86 +24.42
4006.65 +182.45
788.45 + 20.41
482.07 £17.61
196.51 + 4.36
2926.14 + 151.57
612.81 +21.12
285.50 + 27.41
964.11 + 36.38

6397.53 + 56.13
4164.33 + 148.33
3210.34 + 835.05
5493.43 £ 514.41

mg/100g
62.64 + 3.86
835.43+6.11
1002.82 + 45.66
197.34 £5.11
120.66 + 4.41
49.18 £ 1.09
732.38 + 37.94
153.38 + 5.29
71.46 + 6.86
241.31+9.11

1601.24 + 14.05
1042.29 + 37.12
803.52 + 209.01
1374.95 + 128.75

En rojo: valor més alto; en azul: valor mas bajo. Datos obtenidos de: * Jiménez-Zarate (2017).

En el extracto hidrofilico, C. tricholoma, C. sulcipes y P. lecomtei presentaron

la mayor AAO (Figura 7), muy por encima del resto de las especies, y con valores

comparables a los de otras especies de HSC de esta misma regién. Estos
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resultados coinciden con aquellos del método DPPH y, de igual manera, sugieren

gue en alguna de las fracciones no lipidicas de estas tres especies se podrian

encontrar compuestos con buena CAO.
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Figura 7. Actividad antioxidante de extractos hidrofilico y lipofilico en base himeda, utilizando el

método FRAP.
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Tabla 8. Capacidad antioxidante total en ymol equivalente de Trolox/100g de hongo en base humeda y base seca, en método DPPH y método

FRAP.

Especie

A. nigricans

C. sulcipes

C. tricholoma
Daldinia sp.

L. sulphureus

L. crinitus

P. lecomtei
Polyporus sp.

P. sanguineus
V. bombycina
Otros hongos

A. delicata *

A fuscosuccinea *
C. lateritius *

F. brasiliensis *
P. domingensis *
P. djamor *

S. commune *

BH
pmol/100g
1051.46 + 96.17
8832.54 + 872.40
10066.61 + 404.23
1672.38 + 228.65
1381.82 + 68.88
577.93 £ 66.35
8207.16 + 1177.55
1539.75 + 160.86
509.81 + 59.61
1440.02 + 117.14

11432.40 £ 704.15
6611.20 =+ 195.90
7629.92 + 276.30
5031.64 + 1403.17
4604.22 + 158.24
9324.82 + 591.82

15685.35 + 1514.64

DPPH

Actividad antioxidante total

BS
pmol/100g
53373.64 + 4881.97
56984.13 + 5628.41
49033.65 + 1968.97
57273.25 + 7830.41
26270.40 + 1309.57
36577.88 +4199.05
45671.44 + 6552.87
45825.89 + 4787.49
29132.24 + 3406.45
34867.41 + 2836.27

83265.83 + 5117.55
66645.14 + 2001.30
67199.03 + 2387.43
34605.49 *+ 9650.44
65400.79 + 2247.68
71729.38 + 4552.42
82612.46 + 7977.39

BH
pmol/100g
271.08 £ 15.47
3547.97 + 22.72
4279.98 + 166.46
835.88 +21.71
566.65 + 18.48
21755 +4.11
3138.26 + 146.64
660.89 + 20.57
306.42 + 29.42
1027.80 + 34.72

6776.41 +47.23
4407.70 + 161.90
6452.67 + 401.20
3629.06 + 913.84
2844.30 + 160.62
4556.87 + 579.16
5821.08 + 521.92

En rojo: valor més alto; en azul: valor mas bajo. Datos obtenidos de: * Jiménez-Zarate (2017).

FRAP

BS
pmol/100g
13760.56 + 785.08
22890.15 + 146.55
20847.44 + 810.80
28626.09 + 743.47
10772.73 £ 351.24
13768.87 + 260.02
17463.88 + 816.04
19669.22 + 612.15
17509.84 + 1681.20
24886.29 + 840.77

49354.80 + 343.96
44432.50 + 1632.09
55754.67 + 3466.57
24959.16 *+ 6285.01
40401.93 + 2281.52
35052.88 + 4455.08
30658.79 + 2748.85
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Especie

A. nigricans

C. sulcipes

C. tricholoma
Daldinia sp.

L. sulphureus

L. crinitus

P. lecomtei
Polyporus sp.

P. sanguineus
V. bombycina
Otros hongos

A. delicata *

A fuscosuccinea *
C. lateritius *

F. brasiliensis *
P. domingensis *
P. djamor *

S. commune *

BH
mg/100g
263.17 + 24.07
2210.70 + 218.35
2519.57 +101.17
418.58 + 57.23
345.86 + 17.24
144.65 + 16.61
2054.17 + 294.73
385.38 + 40.26
127.60 + 14.92
360.42 +29.32

2861.41 +176.24
1654.72 £ 49.03
1909.69 + 69.16
1259.37 + 351.20
1152.39 + 39.61

2333.91 + 148.13

3925.89 + 379.10

DPPH

Actividad antioxidante total

BS
mg/100g
13358.89 +£1221.91
14262.56 + 1408.74
12272.63 £ 492.81
14334.92 + 1959.87
6575.22 + 327.77
9155.08 + 1050.98
11431.10 + 1640.12
11469.76 + 1198.26
7291.51 + 852.60
8726.96 + 709.89

20840.60 = 1280.87
16680.61 + 494.26
16500.81 + 597.55
8661.41 + 2415.41
16369.16 + 562.57
17953.15 + 1139.43
20677.07 + 1996.66

BH
mg/100g
67.85 + 3.87
888.02 + 5.69
1071.24 + 41.66
209.21 +5.43
141.83 £ 4.62
54.45 + 1.03
785.47 + 36.70
165.41 £ 5.15
76.69 + 7.36
257.25 + 8.69

1696.07 + 11.82
1103.20 + 40.52
1615.04 + 100.42
908.32 + 228.73
711.90 + 40.20
1140.54 + 144.96
1456.96 + 130.63

En rojo: valor mas alto; en azul: valor mas bajo. Datos obtenidos de: * Jiménez-Zarate (2017).

FRAP

BS
mg/100g
3444.13 + 196.50
5729.18 + 36.68
5217.91 + 202.94
7164.83 + 186.08
2696.31 + 87.91
3446.21 + 65.08
4371.03 + 204.25
4923.01 + 153.22
4382.54 + 420.79
6228.79 + 210.44

12353.01 + 393.69
11121.01 + 408.50
13954.84 + 867.65
6247.03 + 1573.08
10112.20 £ 571.04
8773.39 + 1115.06
7673.59 + 688.01

Tabla 9. Capacidad antioxidante total en mg equivalente de Trolox/100g de hongo en base himeda y base seca, en método DPPH y método FRAP.
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E. Capacidad antioxidante total

La CAO total de una especie es el resultado de la suma de la CAO de su
extracto lipofilico y su extracto hidrofilico. Estos valores, tanto para el ensayo con el
método DPPH como con FRAP, en base seca y base hUumeda, se muestran en las
Tablas 8 y 9; expresados en pmol equivalente de Trolox/100g de hongo, y mg

equivalente de Trolox/100g de hongo, respectivamente.

En base seca, Daldinia sp. fue la especie que, para ambos métodos, presento
la mayor AAO; sin embargo, al ser una especie utilizada con fines medicinales, y no
ser consumida, limita que pueda ser considerada como tal. En lo que a las especies
comestibles se refiere, C. sulcipes, C. tricholoma y Polyporus sp. fueron las especies
en cuyos extractos lipofilico e hidrofilico, hubo mayor AAO detectada tanto con el
método DPPH, como con el método FRAP. Las 10 especies evaluadas en este
trabajo, en base seca, presentaron valores inferiores a los de otras especies de HSC
referidas en las tablas (excepto por Favolus brasiliensis), y que se encuentran y

consumen en la misma region.

En base humeda, para ambos ensayos, las tres especies con mayor CAO
total fueron C. tricholoma, C. sulcipes y P. lecomtei (Tablas 10 y 11); éstas, en
promedio, tienen una CAO comparable a la de Pleurotus djamor, e inferior a la de
Auricularia delicata y Schizophyllum commune, especies ampliamente consumidas

en el area de estudio (Jiménez-Zarate, 2017).

Las diferencias entre los valores de todas estas muestras son mas evidentes,
debido a que el contenido de humedad varié mucho entre las especies. Como ya se
ha mencionado anteriormente, hay una correspondencia entre aquellas especies
con los valores de AAO mas altos, y su bajo contenido de agua en comparacion con
las demas especies, pues sus compuestos antioxidantes (aquellos en base seca)
se encuentran disueltos en menor proporcion, respecto a las especies con altos

porcentajes de humedad. De esta manera, se puede conocer la cantidad de
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antioxidantes que se encuentran disponibles, por especie, en una cierta cantidad de

sus ejemplares frescos.

Cookeina sulcipes y C. tricholoma, las especies con mayor CAO, son de

tamafo pequeio, comparadas con ejemplares de especies como V. bombycinay L.

sulphureus,

los cuales,

aunque tienes menos capacidad antioxidante, su

basidiomas son grandes, por lo no es necesario consumir grandes cantidades de

estos ejemplares, y obtener sus beneficios como antioxidantes. Sin embargo, es

necesario hacer estudios sobre los tipos de antioxidantes que tienen.

Tabla 10. Comparacion de actividad antioxidante total con método DPPH y método FRAP.

Actividad antioxidante total en pmol equivalentes de Trolox/100g en base humeda

Especie
Cookeina tricholoma
Cookeina sulcipes
Panus lecomtei
Daldinia sp.
Polyporus sp.
Laetiporus sulphureus
Volvariella bombycina
Auricularia nigricans
Lentinus crinitus
Pycnoporus sanguineus
Otros hongos
Schizophyllum commune *
Auricularia delicata *
Pleurotus djamor *
Cantharellus lateritius *
Auricularia fuscosuccinea *
Favolus brasiliensis *
Phillipsia domingensis *

DPPH
10066.61 + 404.23
8832.54 + 872.40
8207.16 + 1177.55
1672.38 + 228.65
1539.75 + 160.86

1381.82 + 68.88
1440.02 £ 117.14
1051.56 + 96.17

577.93 £ 66.35
509.81 + 59.61

15685.35 + 1514.64
11432.40 £ 704.15
9324.82 + 591.82
7629.92 + 276.30
6611.20 + 195.90
5031.64 + 1403.17
4604.22 + 158.24

No.
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Especie
Cookeina tricholoma
Cookeina sulcipes
Panus lecomtei
Volvariella bombycina
Daldinia sp.

Polyporus sp.
Laetiporus sulphureus
Pycnoporus sanguineus

Auricularia nigricans
Lentinus crinitus

Auricularia delicata *
Cantharellus lateritius *
Schizophyllum commune *
Pleurotus djamor *
Auricularia fuscosuccinea *
Favolus brasiliensis *
Phillipsia domingensis *

FRAP
4279.98 + 166.46
3547.97 + 22.72
3138.26 *+ 146.64
1027.80 + 34.72
835.88 + 21.71
660.89 + 20.57
566.65 + 18.48
306.42 + 29.42

271.08 +15.47
217.55+4.11

6776.41 +47.23
6452.67 +401.20
5821.08 + 521.92
4556.87 + 579.16
4407.70 + 161.90
3629.06 + 913.84
2844.30 = 160.62

En rojo: valor mas alto; en azul: valor mas bajo. Datos obtenidos de: * Jiménez-Zarate (2017).
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Tabla 11. Comparacion de actividad antioxidante total con otras siete especies de la misma region.

Actividad antioxidante total en mg equivalentes de Trolox/100g en base humeda

Especie
Cookeina tricholoma
Cookeina sulcipes
Panus lecomtei
Daldinia sp.
Polyporus sp.
Volvariella bombycina
Laetiporus sulphureus
Auricularia nigricans
Lentinus crinitus
Pycnoporus sanguineus
Otros hongos
Schizophyllum commune *
Auricularia delicata *
Pleurotus djamor *
Cantharellus lateritius *
Auricularia fuscosuccinea *
Favolus brasiliensis *
Phillipsia domingensis *

DPPH
2519.57 + 101.17
2210.70 + 218.35
2054.17 + 294.73
418.58 + 57.23
385.38 + 40.26
360.42 + 29.32
345.86 + 17.24
263.17 + 24.07
144.65 + 16.61
127.60 + 14.92

3925.89 + 379.10
2861.41 +176.24
2333.91 +148.13
1909.69 + 69.16
1654.72 £ 49.03
1259.37 + 351.20
1152.39 + 39.61

No.
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Especie
Cookeina tricholoma
Cookeina sulcipes
Panus lecomtei
Volvariella bombycina
Daldinia sp.
Polyporus sp.
Laetiporus sulphureus
Pycnoporus sanguineus
Auricularia nigricans
Lentinus crinitus

Auricularia delicata *
Cantharellus lateritius *
Schizophyllum commune *
Pleurotus djamor *
Auricularia fuscosuccinea *
Favolus brasiliensis *
Phillipsia domingensis *

FRAP
1071.24 £ 41.66
888.02 +5.69
785.47 + 36.70
257.25 + 8.69
209.21 +5.43
165.41 £5.15
141.83 + 4.62
76.69 + 7.36
67.85 + 3.87
54.45 +1.03

1696.07 + 11.82
1615.04 £ 100.42
1456.96 + 130.63
1140.54 + 144.96
1103.20 + 40.52
908.32 + 228.73
711.90 + 40.20

En rojo: valor mas alto; en azul: valor mas bajo para ambos métodos. Datos obtenidos de: * Jiménez-

Zarate (2017).
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Actividad antioxidante total
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Figura 8. Actividad antioxidante total, en base seca y base humeda, con el método DPPH y el método
FRAP.

En comparacion con algunos alimentos, C. sulcipes, C. tricholoma y P.
lecomtei presentaron una AAO superior al de todas las frutas y verduras referidas
(Tabla 12), donde se incluyen los valores de moras, uvas, frambuesas, arandanos
y aceitunas, cuyas propiedades antioxidantes son ampliamente reconocidas, por lo
gue son consumidas con frecuencia, ya sea de manera directa, 0 como base o

complemento de otros productos.

De acuerdo a estos resultados, considerando ambos métodos, Polyporus sp.
tiene una CAO inferior a la de moras y frambuesas, pero similar, o superior, a la de
los arandanos; la AAO de V. bombycina es comparable a la de las aceitunas negras,
y superior a la de fresas y aceitunas verdes; A. nigricans se asemeja a las
calabacitas, los higos y los aguacates; P. sanguineus tienen una CAO semejante, o
superior, a la del brécoli; y la AAO de L. crinitus es comparable, o mayor, a la de

peras, aguacates e higos.
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Tabla 12. Comparacion de actividad antioxidante total con frutas y verduras, y diferentes métodos.
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Actividad antioxidante total en mg equivalentes de

Trolox/100g en base humeda

Muestra
Cookeinatricholoma
Cookeina sulcipes
Panus lecomtei
Cookeinatricholoma
Cookeina sulcipes

Panus lecomtei

Mora *

Frambuesa *

Daldinia sp.
Polyporus sp.
Aceituna negra *
Volvariella bombycina
Grosella*

Laetiporus sulphureus
Fresa (silvestre) *
Aceituna verde *
Auricularia nigricans
Volvariella bombycina
Pifia *

Naranja *

Espinaca *

Daldinia sp.

Pimenton rojo *
Arandano *

Polyporus sp.
Lentinus crinitus
Laetiporus sulphureus
Betabel *

Ciruela *

Pycnoporus sanguineus
Mandarina *

Uva (morada) *
Acelga *

Pycnoporus sanguineus
Brécoli *

Calabacita

Auricularia nigricans

mg /100 g
2519.57
2210.70
2054.17
1071.24
888.02
785.47

506.59’
420.24’
418.58
385.38
368.68’
360.42
351.66’
345.86
283.83’
261.05°
263.17
257.25
248.04’
218.75
212.50’
209.21
210.24’
185.97’
165.41
144.65
141.83
130.40°
127.90°
127.60
104.12'
96.36’
88.35’
76.69
76.09’
71.58'
67.85

Método
DPPH
DPPH
DPPH
FRAP
FRAP
FRAP

TEAC
TEAC
DPPH
DPPH
TEAC
DPPH
TEAC
DPPH
TEAC
TEAC
DPPH
FRAP
TEAC
TEAC
TEAC
FRAP
TEAC
TEAC
FRAP
DPPH
FRAP
TEAC
TEAC
DPPH
TEAC
TEAC
TEAC
FRAP
TEAC
TEAC
FRAP
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38 Higo* 61.82° TEAC

39 Aguacate * 55.56’ TEAC
40 Pera* 54.81 TEAC
41 Lentinus crinitus 54.45 FRAP
42 Durazno * 41.80° TEAC
43  Jitomate * 41.30° TEAC
44  Tuna* 36.54’ TEAC
45 Berenjena * 27.53’ TEAC
46  Coliflor * 27.53 TEAC
47  Nispero * 18.77 TEAC
48 Zanahoria * 11.07 TEAC
49 Pepino * 10.76’ TEAC

En rojo: valores obtenidos con el método DPPH; en azul: valores obtenidos con el método FRAP.
Datos obtenidos de: * Pellegrini et al., 2003. * Datos calculados a partir de los datos referidos en la
literatura.

Un factor que representa un reto en el ensayo de CAO, es que dentro de los
sistemas biolégicos hay varias fuentes de antioxidantes, como son las enzimas,
moléculas grandes (p. ej. proteinas), moléculas pequefias (p. ej. &cido ascorbico,
acido urico, carotenoides y (poli)fenoles), y algunas hormonas, por lo que un sélo
meétodo no tiene la capacidad de reflejar de manera precisa todas las fuentes de
antioxidantes, motivo por el cual se llevan a cabo diferentes ensayos para
determinar la AAO de una muestra. Al final, el resultado es el mismo
independientemente del mecanismo de los compuestos antioxidantes, pues las
reacciones de transferencia de electrones y transferencia de un atomo de

hidrogeno, pueden ocurrir en paralelo (Prior et al., 2005).

Con el método DPPH, los valores de la AAO fueron mas altos (tanto en base
hameda, como en base seca) respecto a aquellos obtenidos con el método FRAP
(Figura 8); esto podria ocurrir debido a que con este ultimo sélo se detectan aquellos
agentes antioxidantes que transfieren una molécula de hidrogeno, mientras que el
método DPPH es capaz de detectar compuestos con ambos mecanismos de accion
(transferencia de electrones y transferencia de un atomo de hidrégeno), por lo que

su espectro de deteccion es mas amplio.
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Si bien en el presente trabajo no se determiné la composicion especifica de
compuestos con actividad antioxidante en las especies analizadas, con los ensayos
llevados a cabo se pudo determinar que, algunas de éstas, son ricas en algunos de
estos compuestos, por lo que tienen un gran potencial como alimentos que pudieran
representar un beneficio a la salud de quien los consume, como un medio para

controlar los radicales libres y disminuir sus efectos negativos.

F. ANALISIS QUIMICOS PROXIMALES

Con la finalidad de comparar los valores obtenidos en cada categoria, para
cada una de las 10 especies (Auricularia nigricans, Cookeina sulcipes, Cookeina
tricholoma, Daldinia sp., Laetiporus sulphureus, Lentinus crinitus, Panus lecomtei,
Polyporus sp., Pycnoporus sanguineus y Volvariella bombycina), se incluyeron en
la tabla 13 porcentajes referidos en la literatura para otras especies de hongos
silvestres comestibles (HSC) y algunos alimentos pertenecientes a diferentes
grupos, tales como: 1) alimentos de origen animal, por ser una fuente de proteinas
de alta calidad, minerales y vitaminas; 2) frutas, por su aporte de fibra, minerales y
vitaminas; 3) cereales, por ser una fuente de fibra, proteinas y minerales; y 4)

semillas, por su aporte de fibra, lipidos y proteinas.

Base seca

Cenizas (minerales o material inorgénico). Volariella bombycina, C.
sulcipes y C. tricholoma, fueron las tres especies con los porcentajes mas altos, los
cuales son comparables a los de otras especies de HSC, como Volvariella speciosa
y Termitomyces microcarpus (Nakelembe et al., 2015). Los valores de las otras siete
especies analizadas, fueron similares a aquellos reportados por Jiménez-Zarate
(2017) para otras especies de hongos de esta misma region, y mayores a los de los

alimentos presentados en la tabla.
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Extracto etéreo. El aporte de lipidos fue significativo para V. bombycina, del
mismo modo que V. speciosa y T. microcarpus; no asi para Daldinia sp., pues a
pesar de tener el mayor porcentaje en esta categoria, no es una especie consumida
por las personas en la region, pues su importancia radica en que se utiliza con fines
medicinales, en tratamientos de la piel. El resto de las especies, obtuvieron valores
similares a los de otros HSC, y que también son comparables con aquellos de las
carnes magras (sin grasa) y la carne de pollo, asi como con cereales como la avena

y el trigo.

Fibra cruda. Auricularia nigricans fue la especies con mayor porcentaje,
seguida por Daldinia sp. y P. sanguineus; esta Ultima especie tampoco es
consumida, sino que también es utilizada con fines medicianles (Jiménez-Zarate,
2017), por lo que en cuanto aporte nutricional se refiere, L. crinitus y Polyporus sp.,
junto con A. nigricans, fueron las tres especies comestibles que, en base seca,
tuvieron los valores mas altos de contenido de fibra, siendo comparables con los
porcentajes de semillas como la chia y la linaza, y superiores a aquellos de las otras
especies de HSC referidas en la tabla. Para las demés especies (C. sulcipes, C.
tricholoma, P. lecomtei y V. bomcycina), sus porcentajes de fibra cruda fueron
comparables con los de Schizophyllum commune y Phillipsia domingensis (HSC de

la regidn), y superiores al del resto de los hongos, frutos y cereales.

Proteina cruda. Volvariella bombycina fue la especie con el mayor
porcentaje, cuyo valor fue similar al reportado para Cantharellus cibarius, y menor
que el de Lycoperdon perlatum (Colak et al., 2009). Sin embargo, V. bombycina,
Polyporus sp., C. sulcipes y P. lecomtei presentaron, en base seca, porcentajes mas

altos que la chia y la linaza, e incluso, que los alimentos de origen animal.

Extracto libre de nitrégeno. En él se encuentran carbohidratos, vitaminas,
compuestos organicos no nitrogenados, entre otros; L. sulphureus, P. lecomtei y L.
crinitus fueron las especies con los valor mas alto, mismos que son comparables

con los de algunas especies de HSC de esta misma region (A. fuscosuccinea, A.
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delicata, C. lateritius, P. domingensis y S. commune); L. sulphureus contiene un
porcentaje similar a aquel de algunos cereales (trigo, arroz y avena), sin embargo,
la mayoria de los frutos referenciados en la tabla (chayote, mango, naranja y
papaya) contienen porcentajes considerablemente mas elevados que los de las

especies evaluadas.

En base seca no hubo una especie en particular cuyos valores porcentuales,
minimos 0 méximos, fueran constantes para todas las categorias. A. nigricans
presento los valores mas bajos de porcentaje de ceniza, extracto etéreo y proteina
cruda, y por el contrario, el valor mas alto en cuanto a contenido de fibra cruda libre
de humedad. Estos datos contrastan con los de A. delicata y A. fuscosuccinea, dos
especies del mismo género y que se encuentran en la misma region, cuyos valores
de extracto etéreo, fibra cruda y proteina cruda son similares entre si, pero difieren

considerablemente de los de A. nigricans.

De las 10 especies evaluadas, V. bombycina, Polyporus sp., C. sulcipes, C.
tricholomay L. crinitus, fueron las especies que, de manera general, contienen mas
nutrientes en base seca. El consumo de estos hongos, cuando no contienen
humedad, puede aportar a la dieta tantos minerales, o0 mas, que algunos alimentos
de origen animal, frutos y cereales; menos lipidos que ciertos tipos de carne, pero
igual que algunos cereales; igual o mayor porcentaje de fibra que algunos frutos,
cereales y semillas; y tanta cantidad proteina como la carne, los cereales y las
semillas; sin embargo, menos extractos libres de nitrégeno que cereales, semillas y

frutas.
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Tabla 13. Porcentajes en base hiimeda y base seca de AQP de las especies analizadas, comparadas con otros alimentos.

% % . Extracto . . Extracto libre
. Ceniza . Fibra cruda Proteina cruda oo
Especie Humedad materia etéreo de nitrégeno
seca BH BS BH BS BH BS BH BS BH BS

Auricularia nigricans 98.03 1.97 0.04 2.01 0.01 0.45 0.79 39.98 0.13 6.67 1.00 50.89
Cookeina sulcipes 84.50 15.50 165 1063 0.21 1.35 296 19.12 3.80 24.50 6.88 44.40
Cookeina tricholoma 79.48 20.52 2.31 11.27 031 1.53 3.23 15.73 4.43 21.60 1023 49.85
Daldinia sp. 97.08 2.92 0.19 6.48 0.16 5.61 1.14 38091 0.40 13.54 1.04 35.47
Laetiporus sulphureus 94.74 5.26 0.22 4.16 0.13 2.46 0.40 7.59 0.56 10.57 3.96 75.22
Lentinus crinitus 98.42 1.58 0.05 3.30 0.01 0.94 0.38  24.07 0.24 15.13 0.89 56.55
Panus lecomtei 82.03 17.97 0.97 5.39 0.10 0.56 232 1291 4.22 23,51 1036 57.63
Polyporus sp. 96.64 3.36 0.27 8.12 0.06 1.65 0.79 2341 0.90 26.86 1.34 39.95
Pycnoporus sanguineus 98.25 1.75 0.06 3.37 0.01 0.65 0.48 27.27 0.25 14.50 0.95 54.20
Volvariella bombycina 95.87 4.13 0.79 19.19 0.13 3.19 0.64 15.48 1.30 31.51 1.26 30.63
Otros hongos
Auricularia delicata * 86.27 13.73 0.63 4.62 0.21 151 1.03 7.49 2.21 16.08 9.65 70.30
Auricularia fuscosuccinea * 90.08 9.92 0.38 3.81 0.13 1.31 0.55 5.52 1.16 11.64 7.71 77.72
Cantharellus lateritius * 88.43 11.57 1.15 9.94 0.24 2.11 124 10.74 2.61 22.52 6.33 54.70
Phillipsia domingensis * 92.96 7.04 0.70 9.89 0.08 1.15 0.89 12.59 1.46 20.80 3.91 55.56
Schizophyllum commune * 81.01 18.99 0.63 3.31 0.13 0.66 3.73 19.64 3.56 18.77 1094 57.61
Volvariella speciosa ** 86.02 13.98 1.98 14.13 0.50 3.56 0.59’ 4.19 2.79 19.95 1092 78.12

Termitomyces microcarpus
Cantharellus cibarius *** 87.92 12.08’ 0.94 7.78 017 1.40 413 34.17
Lycoperdon perlatum *** 70.00 30.00° 0.60’ 2.00 3.17  10.58 13.48  44.93
Alimentos de origen animal
Carne de vacuno (magra)

83.01 16.99 257 1513 057 3.34 0.67 3.95 4.66’ 2742 1318 77.58

erex 75.0 25.0° 0.30° 1.2 0.45’ 1.8 5.58’ 22.3
Canal de vaca **** 54.7 45.3 0.36’ 0.8 12.68’ 28.0 7.47 16.5
Carne de cerdo (magra) **** 75.1 249 0.25’ 1.0 0.30° 1.2 5.68’ 22.8
Canal de cerdo **** 41.1 58.9’ 0.35 0.6 27.68  47.0 6.60’ 11.2

Carne de pollo **** 75.0 25.0° 0.30° 1.2 0.23 0.9 5.70° 22.8



Leche (pasteurizada) ****
Huevos (cocidos) ****
Frutas

Aguacate *****

Chayote *****

Mango *kkkk

Naranja *****

papaya Fkkkk

Otros

Chl'a *kkkkkk

Llnaza *kkkkkk

Trlgo *kkkkkk

Arroz *kkkkkhkk

AVena. *kkkkkkk

Papas (cocidas) ****

Flor de cempasuchil ******

87.6
74.6

72.07
94.73
81.60
83.60
87.14

6.2
7.2
125
114
135
78.00
89.39

12.4
254

27.98
5.27
18.40°
16.40°
12.86°

93.8°
92.8’
87.5°
88.6°
86.5°
22.00°
10.61°

0.171
0.06’
0.20°
0.17
0.13

4.22°
2.88
1.49°
4.43
2.68

0.08’

0.39
1.07
1.06
1.05
1.04

4.5
3.1
1.7
5.0
3.1

0.80

0.43
2.84'

7.23
0.09’
0.00’
0.05’
0.02°

2617
34.71

1.58'
1.59’
415’
0.02°
0.03’

25.88
1.78
0.02
0.33
0.16

27.9
37.4
1.8
1.8
4.8
0.1
0.32

2.54
0.35’
0.91
0.54°
0.68’

30.9%’
23.39'
1.93
7.80°
8.91

0.98’

9.11
6.70
4.96
3.30
5.31

33.00
25.20

2.2
8.8
10.3

9.20

0.40°
3.07

0.44’
0.07
0.28’
0.23’
0.18

18.67°
18.47
10.50°
10.10°
11.68’

0.42°
0.14

3.2
12.1

1.58
1.30
1.50
1.40
1.40

19.90
19.90
12.0
114
135
1.90
1.32

18.05°
477

17.29
15.63’
12.02°

34.60’
34.30°
94.30’
84.40’
81.80’

89.68’

64.62’
90.4%5
93.96°
95.32
93.49

32.45
31.83
82.571
74.78
70.76’

9.52°
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Base humeda

Debido a que los nutrientes se encuentran disueltos en el agua que contienen
los ejemplares, la determinacion de sus porcentajes en condiciones de humedad es
importante, ya que asi se puede conocer el aporte nutricional de las especies, al ser

consumidas en estado fresco.

Ceniza. El contenido de C. tricholoma fue mayor al del resto de las especies
evaluadas en este trabajo, asi como las reportadas por Jiménez-Zarate (2017) para
esta misma region; asimismo, este valor es comparable al de Termitomyces
microcarpus, una especie de HSC ampliamente consumida en Uganda, Africa
(Nabubuya et al., 2010), asi como al de la linaza y la avena; superior al de los
productos de origen animal y frutos referidos en la tabla, e inferior al de la chia y el
arroz. C. sulcipes, y P. lecomtei, son otras especies con un porcentaje de ceniza
significativo, y cuyos valores se asemejan mas a los reportados para otras especies
de HSC.

Extracto etéreo. Cookeina tricholoma, C. sulcipes, Daldinia sp. y V.
bombycina, tuvieron los porcentajes mas altos; estos valores, y los de las demas
especies analizadas en este trabajo, no difieren mucho de los reportados para otras
especies de la region. Comparados con otros alimentos, su contenido de lipidos es
semejante al de las carnes magras, a diferencia de los canales de vaca y cerdo,
cuyo porcentaje es significativamente mas alto, asi como también el de la chiay la

linaza.

Fibra cruda. Ambas especies del género Cookeina presentaron los valores
mas altos en cuanto a porcentaje, seguidos de P. lecomtei; estos tres porcentajes
son superiores al de todas especies de HSC referidas, excepto por S. commune,
especie de la region. Su contenido de fibra es comparable al aguacate, y
significativamente inferior que en las semillas. El resto de las especies analizadas,
contienen porcentajes de fibra similares a los de frutos como el mango, la naranja 'y

la papaya.
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Proteina cruda. Los porcentajes mas altos fueron aquellos de C. tricholoma,
P. lecomtei y C. sulcipes, los cuales, aunque similares a S. commune, son
superiores a las especies reportadas por Jiménez-Zarate (2017), e inferiores al resto
de las especies de HSC en la tabla. Si bien la carne de vaca, cerdo y pollo, contiene
porcentajes mas altos de proteina cruda, ésta diferencia no es significativa, en

comparacién con las semillas y los cereales, cuyos valores son del doble, 0 mas.

Extracto libre de nitrogeno. Los valores fueron muy variados entre las
especies analizadas, lo mismo que para los hongos presentados como referencia.
Una vez mas, P. lecomtei, C. tricholoma y C. sulcipes, fueron las tres especies con
los porcentajes mas altos, y que pueden ser comparados con aquellos de frutos
como la naranjay la papaya, pero superados por otros como el aguacate y el mango;

y aun mas, por semillas y cereales.

En base humeda, C. tricholoma, C. sulcipes y P. lecomtei fueron las tres
especies con mayor porcentaje de nutrientes, entre las especies evaluadas; esto es
atribuido a que sus porcentajes de humedad fueron los mas bajos, por lo que sus
nutrientes estan menos disueltos en los ejemplares frescos de estas especies.
Cookeina tricholoma destacé por presentar los valores mas altos en todas las
categorias (excepto en extracto libre de nitrdgeno, cuyo porcentaje fue muy cercano

al mas alto).

Cuando frescos, los hongos contienen porcentajes considerablemente
menores de nutrientes, comparado con su base seca; sin embargo, aportan
mayores cantidades de cenizas que algunos frutos; contienen cantidades de lipidos
similares a las de las carnes magras, e inferiores a los de otros tipos de carnes; el
porcentaje de fibra cruda es similar al de cereales como la avena; su aporte de
proteina es apenas inferior al de las carnes magras y algunos alimentos de origen
animal, y su porcentaje de extracto libre de nitrdgeno es muy bajo, lo que corrobora

gue los hongos aportan pocos carbohidratos.
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La diferencia entre el aporte nutricional de las especies de hongos
comestibles en base secay en base himeda se debe principalmente a su contenido
de humedad, el cual es muy alto en comparacion con otros alimentos; por lo que
para igualar las porciones de nutrientes aportadas por frutas, verduras, cereales,
semillas y productos animales, habria que consumir cantidades relativamente altas
de hongos, considerando que pierden agua durante su preparacion. Sin embargo,
si bien los hongos no pueden sustituir otro tipo de alimentos, si tienen un gran

potencial como parte de una dieta saludable.

G. AISLAMIENTO DE CEPAS

A partir de los esporomas obtenidos en las salidas al campo, se obtuvieron
cepas de cuatro especies: Lentinus crinitus, Panus lecomtei, Phillipsia domingensis
y Pycnoporus sanguineus. Todas estas aisladas en medio de cultivo PDA. Tres de
las cuatro especies presentaron fibulas, excepto por Phillipsia domingensis, pues
pertenece al grupo de los Ascomicetos, y a diferencia de muchas de las especies
de Basidiomicetos, este grupo no presenta dichas estructuras.

H. CARACTERIZACION DE CEPAS

Lentinus crinitus

Macroscopia

EMA 23°C: colonia circular a ligeramente irregular, zona de avance adpresa
con hifas fimbradas, micelio ausente, color blanco, reverso transparente (sin cambio

de color), tasa de crecimiento: 0.96 + 0.30 mm/dia.

EMA 25°C: colonia circular a ligeramente irregular, zona de avance adpresa

a ligeramente alzada con hifas fimbradas, micelio ausente a ligeramente pelicular,
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color blanco a ligeramente amarillento (1 A2), reverso transparente, tasa de

crecimiento: 1.01 + 0.23 mm/dia.

EMA 27°C: colonia irregular, zona de avance adpresa a ligeramente alzada
con hifas fimbradas, micelio pelicular, color blanco a ligeramente amarillento (2 A2),
reverso transparente a ligeramente amarillento (1 A2), tasa de crecimiento: 1.19 +
0.32 mm/dia.

PDA 23°C.: colonia circular a ligeramente irregular, zona de avance adpresa
a ligeramente alzada con hifas fimbradas, micelio velloso a pelicular, color blanco,

reverso transparente, tasa de crecimiento: 0.56 + 0.11 mm/dia.

PDA 25°C: colonia circular, zona de avance adpresa a ligeramente alzada
con hifas fimbradas, micelio velloso a pelicular, color blanco, reverso transparente,

tasa de crecimiento: 0.93 + 0.22 mm/dia.

PDA 27°C: colonia circular a ligeramente irregular, zona de avance adpresa
a ligeramente alzada con hifas fimbradas, micelio velloso a pelicular, color blanco a
amarillento (4 A2, 4 A3), reverso transparente, tasa de crecimiento: 0.70 £ 0.22

mm/dia.

Microscopia

Hifas transparentes, diametro de 1.5 y 5 um, agregadas y con algunas
protuberancias intercalares, hifa terminal redondeada, fibulas simples, presentes en
todos los septos, estructuras de propagacion ausentes (Anexo 5).

Anéalisis estadistico

Para L. crinitus, el medio de cultivo fue el factor que tuvo mayor influencia en
su crecimiento. Se identific6 al medio EMA vy la temperatura de 27°C, como la

combinacion de factores que favorecieron su desarrollo, con una tasa de
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crecimiento promedio de 1.19 mm/dia, estadisticamente diferente del resto de las

condiciones probadas para esta cepa.

Panus lecomtei

Macroscopia

EMA 23°C: colonia circular, zona de avance alzada con hifas fimbradas,
micelio plumoso, color blanco, reverso transparente a ligeramente amarillento (1

A2), tasa de crecimiento: 1.00 + 0.31 mm/dia.

EMA 25°C: colonia circular, zona de avance alzada con hifas fimbradas,
micelio plumoso, color blanco, reverso transparente, tasa de crecimiento: 1.54 +
0.09 mm/dia.

EMA 27°C: colonia circular, zona de avance alzada con hifas fimbradas,
micelio plumoso, color blanco, reverso transparente, tasa de crecimiento: 1.78 +
0.27 mm/dia.

PDA 23°C: colonia circular, zona de avance alzada con hifas fimbradas,
micelio plumoso, color blanco, reverso transparente a ligeramente amarillento (2

A2), tasa de crecimiento: 0.74 + 0.16 mm/dia.

PDA 25°C: colonia circular, zona de avance alzada con hifas fimbradas,
micelio plumoso, color blanco, reverso transparente a ligeramente amarillento (2 A2,

3 A2), tasa de crecimiento: 1.43 £ 0.09 mm/dia.

PDA 27°C: colonia circular, zona de avance alzada con hifas fimbradas,
micelio plumoso, color blanco, reverso transparente a ligeramente amarillento (3

A2), tasa de crecimiento: 1.65 + 0.29 mm/dia.

Microscopia
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Hifas transparentes, diametro de 1.5 y 3 um, agregadas a manera de
‘cuerdas funiculosas”, hifa terminal redondeada o en punta, fibulas simples,

presentes en todos los septos, estructuras de propagacion ausentes (Anexo 5).

Analisis estadistico

Para P. lecomtei, la temperatura fue el factor que tuvo mayor influencia en su
crecimiento. Se identifico al medio EMA y la temperatura de 27°C, como la
combinacion de factores que favorecieron su desarrollo, con una tasa de
crecimiento promedio de 1.78 mm/dia, estadisticamente diferente del resto de las

condiciones probadas para esta cepa.

Phillipsia domingensis

Macroscopia

EMA 23°C: No crecio

EMA 25°C: No crecio

EMA 27°C: No crecio

PDA 23°C: No crecio

PDA 25°C: colonia irregular, zona de avance sumergida de margen uniforme,
micelio aterciopelado, color amarillento (4 A2, 4 A3), reverso amarillento (4 A2) a
anaranjado (5 A3), tasa de crecimiento: 0.69 + 0.22 mm/dia.

PDA 27°C: colonia irregular, zona de avance sumergida de margen uniforme,
micelio aterciopelado, color amarillento (4 A2) a anaranjado (5 B3), reverso

amarillento (4 A3) a anaranjado (5 A2) y marrén (5 B4, 5 C5, 5D6, 5 E7), tasa de

crecimiento: 0.06 + 0.01 mm/dia.
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Microscopia
Hifas transparentes, diametro de 1.5 a 5 um, agregadas a manera de
“cuerdas funiculosas”, hifa terminal redondeada, fibulas ausentes, septos ausentes,

estructuras de propagacion ausentes (Anexo 5).

Analisis estadistico
Para P. domingensis, debido a la falta de datos, no fue posible hacer un

analisis cuyos resultados fueran estadisticamente confiables.

Pycnoporus sanguineus

Macroscopia

EMA 23°C: colonia circular, zona de avance adpresa con hifas fimbradas,
micelio farinaceo, color blanco, reverso transparente, tasa de crecimiento: 1.02 +
0.14 mm/dia.

EMA 25°C: colonia circular, zona de avance adpresa con hifas fimbradas,
micelio farinaceo, color blanco, reverso transparente a ligeramente amarillento (4
A4) y anaranjado (4 A8, 5 A7), tasa de crecimiento: 1.38 £ 0.16 mm/dia.

EMA 27°C: colonia circular, zona de avance adpresa con hifas fimbradas,
micelio farinaceo, color blanco, reverso transparente a ligeramente amarillento (3

A2), tasa de crecimiento: 1.42 + 0.09 mm/dia.

PDA 23°C: colonia circular, zona de avance adpresa con hifas fimbradas,
micelio farinaceo, color blanco, reverso amarillento (3 A2), tasa de crecimiento: 0.67
+ 0.12 mm/dia.

PDA 25°C: colonia circular, zona de avance adpresa con hifas fimbradas,
micelio farinaceo, color blanco, reverso transparente, tasa de crecimiento: 0.99 +
0.11 mm/dia.
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PDA 27°C: colonia circular, zona de avance adpresa con hifas fimbradas,
micelio farinaceo, color blanco, reverso transparente a ligeramente amarillento (3

A2), tasa de crecimiento: 1.08 £ 0.12 mm/dia.

Microscopia

Hifas transparentes, diametro de 1.5 a 5 pm, oleiferas, hifa terminal
redondeada, fibulas simples, presentes en todos los septos o de ocurrencia erratica,

conidios abundantes (Anexo 5).

Andlisis estadistico

Para esta especie, la interaccion del medio de cultivo y la temperatura influy6
en el crecimiento de la cepa. Se identificé al medio EMA y las temperatura de 25y
27 °C, como factores que favorecieron significativamente su desarrollo, con una tasa
de crecimiento promedio de 1.38 y 1.42 mm/dia, respectivamente, y que fueron

estadisticamente diferente del resto de las condiciones probadas.

|. CRIOCONSERVACION

Con este ensayo se determind la capacidad y el tiempo de recuperacion del
micelio de Lentinus crinitus, Panus lecomtei, Phillipsia domingensis y Pycnoporus
sanguineus, inoculado en semillas de sorgo, después de haber mantenido éstas en

ultracongelacion (-80 °C) y en nitrégeno liquido (-196 °C) durante un mes.

Un dia después de haber descongelado las semillas, aquellas que
permanecieron en ultracongelacién tuvieron un porcentaje de recuperacion del
100% para las cuatro especies, es decir, en todas las semillas se pudo observar

crecimiento micelial (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de recuperacion del crecimiento micelial de cuatro especies de hongos
silvestres, en indculo, después de haber permanecido en criogenizacion durante un mes a -80°C.

Por otro lado, el porcentaje de recuperacion total de las semillas en nitrégeno
liguido se dio durante las siguientes 48 horas, a partir de que fueron descongeladas
(Figura 10). En el primer dia, casi todas las semillas de P. sanguineus se
recuperaron (98%). Para L. crinitus, P. lecomtei y P. domingensis, sus porcentajes
de recuperacion fueron de 80, 84 y 88%, respectivamente. En el segundo dia, el

100% de las semillas, de las cuatro especies, presentd crecimiento micelial.

Estos resultados corresponden a lo reportado en trabajos anteriores, donde
se ha visto que el porcentaje de recuperacion del micelio, varia entre el 60 y 100%,
ademas de que no existe una relacién entre el grupo taxonémico de un hongo y su
respuesta al proceso de congelacién y descongelacion (Homolka, 2013).
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Figura 10. Porcentaje de recuperacion del crecimiento micelial de cuatro especies de hongos
silvestres, en inéculo, después de haber permanecido en criogenizacion durante un mes a -196°C.

Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento de los cultivos de P. domingensis y P. sanguineus,
sometidos a congelacion, no pudo ser determinada debido a problemas de

contaminaciones posteriores a la descongelacion de las semillas.

En la tabla 14 se muestra la tasa de crecimiento de los cultivos de L. crinitus
y P. lecomtei, después de haber sido atemperados y resembrados. Para P. lecomtei,
no hubo diferencias significativas entre los tratamientos y el control, por lo que la

congelacion no tuvo ningun efecto en el crecimiento micelial de esta cepa.

Por otro lado, para L. crinitus no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre las dos temperaturas de congelacion, pero si respecto a la tasa
de crecimiento del control, siendo ésta ultima menor; por lo que aparentemente la

criogenizacion tuvo un efecto positivo en el desarrollo de esta cepa.
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Tasa de crecimiento (mm/dia)

Especie 24°C -80 °C -196 °C
L. crinutus 0.58 + 0.07 0.85+0.10 0.87 + 0.06
P. lecomtei 1.44+0.15 141 +0.21 1.43+0.11

Tabla 14. Tasa de crecimiento de dos especies de hongos silvestres, después de haber sido
sometidas a tres diferentes temperaturas.

Estos resultados no sélo demuestran que la criogenizacion es un método
eficaz para la preservacion de estas cepas, sino que ademas sugieren que el estrés
ambiental, debido a la exposicidn a bajas temperaturas, puede promover una mayor

tasa de crecimiento micelial en algunas especies.

J. PRODUCCION DE BIOMASA EN MEDIO LIQUIDO

Dados los beneficios que tiene el cultivo en medio liquido sobre la produccion
de inéculo en semilla, con este ensayo se determiné la produccién de micelio en un
medio liquido con sacarosa y extracto de levadura, de las cepas obtenidas en este
trabajo; sin embargo, no fue posible evaluar la especie Lentinus crinitus, ya que
todos los matraces inoculados con esta cepa presentaron contaminacion por
bacterias, lo que evitdé el desarrollo de su micelio. Los resultados para Panus
lecomtei, Phillipsia domingensis y Pycnoporus sanguineus se muestran en la Tabla
15. En ésta, se reportan los miligramos de micelio, en peso seco, producidos en 100
mililitros de medio liquido, después de dos semanas, y un mes, a partir de la

inoculacion.

La morfologia de los pellets formados por P. lecomtei y P. domingensis fue
redonda, y de aproximadamente 1.5 y 0.5 cm de diametro, respectivamente; a
diferencia de aquellos formados por P. sanguineus, cuyos pellets fueron redondos
(aproximadamente 1.0 cm de diametro), y en algunas ocasiones planos. Estas
diferencias en la morfologia y el tamafio de los pellets se deben a la fragmentacion

de las hifas, pues, de acuerdo a Marquez-Rocha et al. (1999), el tamafio y la
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estabilidad de éstos se ven afectados por la composicion del medio y las
condiciones hidrodinamicas del cultivo, como la velocidad de agitacion; asimismo,
Tucker & Thomas (1994) determinaron que diferentes composiciones del medio,
confieren diferente resistencia a los pellets.

De las tres especies, P. lecomtei fue aquella que menos micelio produjo al
cabo de ambos tiempos; P. domingensis tuvo la mayor produccion de biomasa a las
dos semanas; no obstante, transcurrido un mes, P. sanguineus fue la especie con

la mayor cantidad de micelio producido (Figura 11).

Tabla 15. Miligramos de biomasa (peso seco) producidos en 100 ml de medio de sacarosa y extracto
de levadura (mg/100 ml).

Tiempo
Especie Dos semanas un mes
P. lecomtei 137.90 £ 6.93 170.30 £ 16.26
P. domingensis 197.15 + 33.87 219.15+ 7.00
P. sanguineus 175.90 + 23.48 266.50 +1.98

Abdullha et al. (2013), reportaron que al cabo de tres dias, la especie
Pleurotus pulmonarius produjo 11.72 gramos de micelio, en peso seco, en un litro
de medio liquido compuesto por azticar morena, salvado de arroz, extracto de malta
y extracto de levadura. En otro estudio, Kim et al. (2002), al cabo de cinco dias,
obtuvieron 1.08 gL (peso seco) de Pleurotus sajor-caju, en un medio de extracto
de levadura de malta, y 2.84 gL en un medio de peptona de malta de papa. Otro
ejemplo, es el de Agaricus blazei (Lin & Yang, 2006), en el que esta especie, en
ocho dias, produjo 10.83 gL de micelio, en un medio de extracto de malta, extracto

de levadura y peptona.

En comparacién con esos resultados, la produccién de biomasa de P.
lecomtei, P. domingensis y P. sanguineus resultd ser muy baja, ya que de acuerdo
los datos (Tabla 15), la cantidad de micelio contenido en un litro del medio liquido
con sacarosa Yy extracto de levadura, seria de 1.70, 2.19 y 2.66 gL%,

respectivamente, al cabo de un mes.
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Figura 11. Produccion de micelio en medio liquido de tres especies de hongos silvestres.

Debido a la poca atencion que se le ha dado a P. lecomtei y P. domingensis,
como especies comestibles cultivables, no se encontraron reportes sobre su cultivo
en medio de liquido, por lo que se puede considerar que estos son los primeros
resultados obtenidos, aplicando esta técnica, para dichas especies. P. sanguineus,
en cambio, es una especie que ya ha sido ampliamente estudiada, por lo que la
produccién de biomasa en este tipo de medios ya se utiliza, principalmente para la
obtencién de enzimas, como las lacasas (Pointing et al., 2000).

Se sabe que el in6culo en medio liquido tiene un mayor rendimiento y
produce una biomasa micelial mas uniforme en periodos de tiempo mas cortos, en
comparacion al inéculo en granos de cereales, el cual, ademas, tiene un mayor

riesgo de contaminacion (Stamets, 2000; Confortin et al., 2008).
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Si bien el medio utilizado en este trabajo no fue el 6ptimo para una buena
produccion de biomasa de estas tres especies, el hecho de que si haya habido cierto
crecimiento de micelio, y que éste haya sido compacto, indica que un medio de
cultivo liquido puede ser una alternativa eficaz para la produccion de inéculo y la
posterior fructificacion de estos hongos; por lo que valdria la pena determinar qué
condiciones fisicoquimicas y nutricionales (fuentes de carbono, composicion del
medio, pH, temperatura, velocidad de agitacion, entre otras), son las idoneas para

la obtencidén de mejores resultados.

K. ESTIMACION DE LA BIOMASA EN SUSTRATO MEDIANTE LA
HIDROLISIS DEL DIACETATO DE FLUORESCEINA

La cantidad de biomasa suele ser asociada con la actividad metabolica del
micelio, la cual va cambiando con el tiempo. A su vez, la capacidad de los hongos
para crecer en un sustrato lignocelulésico, esté relacionada con la actividad del
micelio, asi como su capacidad para activar mecanismos fisiolégicos necesarios
para aprovechar su medio adecuadamente (Buswell et al., 1993). Con este ensayo
se determino la actividad metabdlica en muestras de inoculo de Lentinus crinitus,
Panus lecomtei, Phillipsia domingensis y Pycnoporus sanguineus, por medio de la
hidrolisis de diacetato de fluoresceina, por accion de esterasas (com. per. Mata,
2017).

Para la gama utilizada como referencia en los ensayos (ug de FDA

hidrolizados/ml), el valor del coeficiente de relacion (R?) fue de 0.9989 (Figura 12).
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Figura 12. Curva de calibracion (gama) utilizada como referencia en los ensayos de estimacion del
potencial biolégico, mediante la hidrélisis de FDA.

En las cuatro cepas, el tiempo en el que se detectd la mayor actividad
metabdlica fue a los 28 dias (semana 4), a partir de que se inocularon las semillas
(Tabla 16). La actividad de P. domingensis y P. sanguineus fue aumentando
gradualmente en el transcurso de las primeras cuatro semanas (al mismo tiempo
gue incrementaba su biomasa), con un evidente descenso en la semana 5. Por otro
lado, la actividad metabdlica de P. lecomtei y L. crinitus tuvo un aumento
considerable en la segunda semana, respecto a la primera, y ésta se mantuvo hasta
la cuarta semana con poca variacion, aun cuando la cantidad de micelio iba en

aumento (Figura 13).
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Tabla 16. Actividad metabdlica en inéculo de cuatro cepas de hongos silvestres. En rojo: valores de
actividad mas altos para cada especie.

Potencial bioldgico en sustrato (ug FDA hidrolizados / g sustrato seco)

Especie Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5
L. crinitus 40.28 £ 8.53 81.96 + 18.33 74.02 + 1.57 85.37 £4.18 71.45 +2.02
P. lecomtei 62.07 = 4.40 92.78 + 14.58 92.41 +10.74 95.19 + 14.48 60.83 £ 9.56
P. domingensis 8.11 £ 4.02 26.77 £1.99 71.00 £ 10.61 86.05 + 4.27 9.41+£9.24
P. sanguineus 18.48 £9.79 22.81+2.26 73.34 £6.01 80.20 £ 5.50 5.64 +2.44
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Figura 13. Actividad metabdlica semanal de cuatro especies de hongos silvestres, expresada como
microgramos de FDA por cada gramo de sustrato seco.

Si bien se pudo observar que en P. domingensis y P. sanguineus hubo una
aparente relacion entre la cantidad de biomasa y la actividad metabdlica, los
resultados obtenidos con L. crinitus y P. lecomtei no reflejaron tal correspondencia
entre estas dos variables. Schnirer y Rosswall (1982), mencionan que este método
probablemente sea mas util para la determinacion de la actividad de
microorganismos descomponedores, que para determinar su biomasa, y que no

necesariamente hay una relacion directa entre estos dos factores; pues, ademas,
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algunas limitaciones del sustrato podrian explicar tal disminucion en la tasa

hidrolitica del in6culo.

La reduccion de las unidades de FDA hidrolizado a partir de la quinta semana,
podria indicar un cambio en la actividad metabdlica del inoculo, lo que permitiria que
el micelio pudiera invadir el sustrato de manera més eficiente por la accion de
enzimas (p. e]. esterasas, lacasas y peroxidasas), para posteriormente fructificar. Si
bien un adecuado crecimiento micelial no garantiza una buena eficiencia biologica,
éste si es fundamental para asegurar una rapida invasion del sustrato, y el tiempo
y la temperatura de incubacién del inéculo son factores criticos (Mata et al., 2002;
Terashita et al., 1997).

Los resultados de este trabajo sugieren que la incubacidén de estas cepas
durante 28 dias, podria resultar en un indculo con una alta actividad metabdlica, y
por lo tanto, una buena capacidad de iniciacion de crecimiento micelial en el
sustrato. Sin embargo, es necesario llevar a cabo otros experimentos para

determinar la capacidad de produccion de estas cepas.

L. DISCUSION GENERAL

En este trabajo se determiné que las 10 especies de hongos silvestres
evaluadas, son una excelente fuente de nutrientes, en cuanto a su contenido de
minerales, lipidos, fibra y proteina. Algunas de estas especies, por su aporte
nutrimental, pueden ser comparadas con otros alimentos incluidos ampliamente en
la dieta humana (productos de origen animal, frutas, semillas y cereales), e incluso,
de mejor calidad. Ademas, por su capacidad antioxidante, estas especies de
macromicetos pueden considerarse alimentos funcionales, pues al ser consumidos,
tienen la capacidad de eliminar radicales libres o suprimir sus efectos. Del mismo
modo, por su actividad antihelmintica, pueden proveer proteccién contra infecciones

parasitarias ocasionadas por nematodos (C. elegans); por lo que la ingesta de estas
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especies de hongos no solo representa un beneficio nutricional, sino también para

la salud de quien los consume.

Del mismo modo, por su capacidad antihelmintica, estas especies tienen
potencial biotecnologico, al poder ser utilizados sus extractos metandlicos para el
control de nematodos parasitos de plantas de importancia econémica. El uso de
estos extractos para el control de hongos patégenos ha sido comprobado para otras
especies de macromicetos; sin embargo, en el ensayo aqui llevado a cabo, no se

observé un efecto antifingico significativo.

Dado que las especies saprobias pueden ser cultivadas en condiciones de
invernadero, se obtuvieron cepas de L. crinitus, P. lecomtei, P. domingensis y P.
sanguineus, las cuales, con fines para su conservacion, pueden ser criogenizadas
sin que la recuperacion de su micelio se vea afectada. La produccion de biomasa
en un medio liquido tiene ciertos beneficios sobre la produccién de indculo en
semilla; para P. lecomtei, P. domingensis y P. sanguineus, un medio con sacarosa
y extracto de levadura permite el crecimiento de micelio, aunque en pequefias
cantidades, por lo que habria que determinar las condiciones para obtener mejores
resultados, principalmente con P. lecomtei y P. domingensis, especies comestibles

con valor cultural y nutricional, y que no son cultivadas.

Por dltimo, se determind que la incubacion durante cuatro semanas, de las
cuatro cepas aisladas, podria resultar en un inéculo con una actividad metabdlica
idonea para una rapida invasion del sustrato, factor importante para la posterior
fructificacion. Estos resultados son similares a aquellos de especies comerciales
como las setas y el shiitke, lo que sugiere el potencial que tienen estas especies
silvestres para ser cultivadas en gran escala, pero que no han sido aprovechadas

COmo un recurso econdémico y/o alimenticio.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Con el ensayo antifungico llevado a cabo, ninguno de los extractos
metanolicos de las especies evaluadas inhibi6 el crecimiento radial de las especies
blanco.

En el ensayo de actividad antihelmintica, Daldinia sp., Laetiporus sulphureus,
Panus lecomtei, Polyporus sp. y Volvariella bombycina tuvieron un efecto
significativo en el control de nematodos (C. elegans). Siendo Daldinia sp. el mas

eficaz.

Daldinia sp., Cookeina sulcipes, Cookeina tricholoma y Polyporus sp., en
base seca, fueron las especies en cuyos extractos (lipofilico e hidrofilico) se detectd
mayor actividad antioxidante total. En base himeda, los extractos de C. tricholoma,
C. sulcipes y P. lecomtei fueron los que presentaron la mayor capacidad

antioxidante.

En base seca, no hubo una especie cuyos porcentajes maximos fueran
constates en todas las fracciones (cenizas, extracto etéreo, fibra cruda, proteina
cruda y extracto libre de nitrdgeno); sin embargo, V. bombycina fue la especie que
mas destacd con los valores mas altos para tres de estas fracciones. En base
hameda, C. tricholoma, C. sulcipes y P. lecomtei fueron las especies con los

porcentajes mas altos, y por lo tanto, aguellas con mayor aporte nutricional.

Se aislaron cepas de L. crinitus, P. lecomtei, P. domingensis y P. sanguineus,
mismas que se caracterizaron. Se determiné que el medio EMA y la temperatura de
27 °C, favorecen el crecimiento de L. crinitus; el medio EMA y la temperatura de 27
°C, favorecen el crecimiento de P. lecomtei; y el medio EMA vy las temperaturas de
25y 27 °C, favorecen el crecimiento de P. sanguineus. La criogenizacién del indculo
de estas especies durante un mes, en ultracongelacion (-80°C) y nitrogeno liquido

(-196°C), no tiene un efecto negativo en la recuperacion del crecimiento micelial, ni
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en su tasa de crecimiento posterior a la descongelacion del inéculo; por lo que éste

es un método viable para la conservacion de algunas de estas cepas.

La inmersion de una pequefia cantidad de micelio de las cepas de P.
lecomtei, P. domingensis y P. sanguineus, en un medio liquido de sacarosa y
extracto de levadura, dio como resultado la produccion de conglomerados de
biomasa de diferentes tamafios, y con una morfologia predominantemente redonda.
Al cabo de un mes, las cantidades de micelio producidas fueron muy bajas,
comparadas con las reportadas para otras especies y en distintos medios liquidos;
aun asi, estos resultados fueron positivos, pues indican que, bajo condiciones
fisicoquimicas y nutricionales idéneas, se pueden producir mayores cantidades de

biomasa para su posterior fructificacion en sustrato.

Finalmente, por medio de un ensayo de hidrélisis de diacetato de
fluoresceina, se determind que el pico de la actividad metabdlica del in6culo de las
cepas de L. crinitus, P. lecomtei, P. domingensis y P. sanguineus es a los 28 dias,
a partir de la inoculacién de las semillas, con un descenso de esta actividad a los
35 dias. Ademas, se pudo observar que, contrario a lo que algunos autores
mencionan, no hubo una relacion directa entre la cantidad de biomasa y la actividad
metabdlica, sino que puede haber otros factores que influyan en ésta ultima. Estos
resultados sugieren que el in6culo de estas especies, con una incubacion de cuatro
semanas, podria garantizar una rapida iniciacion de invasion del sustrato en el que

se llevara a cabo la fructificacion.

Perspectivas

Todas las especies evaluadas en este trabajo, al ser saprobias, podrian ser
cultivadas en condiciones de invernadero, y dadas sus propiedades nutricionales y
bioquimicas, tienen una gran potencial para ser utilizadas con fines alimenticios,
medicinales y/o biotecnolégicos; sin embargo, y a pesar del trabajo que se ha hecho

con otras especies de hongos silvestres, esto aun no es suficiente como para que
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estas especies tengan una mayor escala de produccioén, mas alla del laboratorio.
Este tipo de trabajos son importantes, pues no s6lo demuestran el gran valor que
tienen nuestros recursos naturales, sino que ademas proponen y ayudan a sentar

algunas bases para llevar a cabo un aprovechamiento sustentable de éstos.
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CAPITULO VII. ANEXOS

Anexo 1. Solucion FRAP (buffer de acetato de sodio / TPTZ /
FeCI3 (10: 1: 1 viviv)).

. Buffer de acetato de sodio 300 mM

Se disolvié 1.7227 g de acetato de sodio (NaC2H3O2) en 35 ml de agua
destilada, con ayuda de un agitador magnético. Posteriormente se midio el pH de la
solucion, y ésta se ajustd a un pH de 3.6 afadiendo &cido acético (C2H40z2)

concentrado. Se aforé a 70 ml con agua destilada.

« TPTZ10 mM

Se pes6 0.0312 g del reactivo TPTZ (2, 4, 6-tri(2-piridil)-s-triazina) y se
disolvié en 10 ml de acido clorhidrico (HCI) 40 mM. El recipiente que contenia esta

solucion fue cubierto con papel aluminio.

« Cloruro de hierro (llI) 20 mM

Se disolvié 0.324 g de cloruro de hierro (lll) (FeCl3s) en 10 ml de agua
destilada. Debido a la fotosensibilidad del reactivo, el frasco se cubrié con papel

aluminio.
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Anexo 2. Caracterizacion de cepas

CARACTERES

Tasa de crecimiento

Zona de avance

Textura del micelio

Color de la colonia

Color del reverso / agar
Color de las hifas

Diametro de las hifas (ancho)

Diferenciacion morfoldgica de las hifas

© © N o g s> w D P

Distribucioén de las fibulas
10.Tipo de fibulas

11.Estructuras de propagacion

DESCRIPCION DE CARACTERES
1. TASA DE CRECIMIENTO (Hutchinson, 1991; Stalpers, 1978)

Crecimiento del didmetro de la colonia, dado en centimetros por dia (cm/dia)

2. ZONA DE AVANCE (marginal / margen) (Hutchinson, 1991; Stalpers, 1978)

En el mero margen, la colonia puede estar:

a) Sumergida: Creciendo en el agar
b) Adpresa: Postrada sobre la superficie

c) Alzada

Algunas especies poseen colonias con crecimiento:
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a) Circular

b) Irregular

Las hifas pueden crecer tan densamente que las “puntas” individuales no se

pueden ver a simple vista en la caja a contraluz, o pueden estar tan distantes como

para parecer “fimbradas” (como pelitos). El contorno del margen puede ser

uniforme, pero en ocasiones puede ser como “flecos” o “ensamblado”.

El

medio de cultivo frecuentemente influye el grado en que las especies

exhiben caracteristicas particulares.

3. TEXTURA DEL MICELIO (micelio aéreo) (Stalpers, 1978)

Esta es descrita por uno, o mas, de los siguientes términos:

a)

b)

f)

9)

h)

Ausente: Micelio sumergido solamente. La superficie del agar puede ser
uniforme / liso o como “gamuza”.

Velloso: Con hifas: finas, cortas o erectas. Generalmente toda la colonia
es transparente.

Farinaceo: harinoso / polvoriento.
Granular: Cubierto con granos diminutos.

Sedoso / suave: Con hifas largas, radialmente paralelas, o en paquetes
/ manojos, mas o menos postrado, a menudo “brilloso”.

Algodonoso: Hifas bastante largas, simples, dispersas en todas
direcciones.

Lanoso: Hifas (o grupo de hifas) bastante largas entrelazadas, algo
enmarafiadas, parecido a la tela de la lana.

Flocoso: Pequefios mechones hifales, que sobresalen del agar o del
micelio aéreo.

Plumoso: Mechones miceliales con hifas largas o cortas, o grupo de
hifas radiales desde el eje central, a menudo en un arreglo como de
“ventilador”.
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J) Pelicular: Cubierto con micelio delgado, escaso, coherente.

k) Felty: Micelio algodonoso o lanoso que se ha enmarafiado o
empaquetado; hifas ausentes emergentes.

[) Aterciopelado: Micelio denso, de hifas derechas y erectas, usualmente
cortas.

m) Costroso: Las hifas forman una costra dura y sélida, usualmente café
oscuro, aungue algunas veces es color crema o blanca.

n) Lacunoso: Superficie micelial deprimida o mellada (dafiada,
disminuida).

0) Zonado: Con bandas concéntricas o segmentos de diferentes texturas.

4. COLOR DE LA COLONIA (Hutchinson, 1991; Stalpers, 1978)

a) Incoloro

b) Blanco

c) Crema

d) Amarillento u ocraceo
e) Marrén

f) Anaranjado o rojizo

g) Rosa, lila palido, azul, vinoso o violaceo

5. COLOR DEL REVERSO / AGAR (Hutchinson, 1991; Stalpers, 1978)

Se refiere al cambio de color del agar, por debajo del micelio, inducido por el
hongo. Este podria no cambiar (color original del medio), aclararse u oscurecerse.

6. COLOR DE LAS HIFAS (Hutchinson, 1991)
La mayoria de los hongos posee hifas hialinas, pero podria haber

excepciones.
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7. DIAMETRO DE LAS HIFAS (ANCHO) (Stalpers, 1978)

Se han evaluado cinco intervalos:

a)
b)
c)
d)

e)

<1.5um
1.5-3 um
3-5um
5-75um
27.5um

En la mayoria de los casos, el ancho de las hifas corresponde a los grupos a

ob.

8. DIFERENCIACION MORFOLOGICA DE LAS HIFAS (Hutchinson, 1991)

a)

b)

f)

Comunmente se producen protuberancias. Frecuentemente han sido
confundidas con clamidosporas, o en algunos casos, con conidias. Estas
pueden ser inducidas por la edad de la hifa y pueden ser mas frecuentes
en un medio que en otro, para algunas especies. Las protuberancias
pueden ser terminales, pero comunmente son intercalares. Nunca se
rompen y siempre son hialinas y de pared delgada (18-20).

“Cuerdas funiculosas”. Consiste en hifas aéreas agregadas como en
hebras de cuerda. Son caracteristicas de la seccion Lactarius (24).

“Hilos hifales”. Consiste en largos hilos de hifas aéreas, que
generalmente se encuentran adpresas en la superficie de la colonia (23).

Hifas enroscadas. Se producen irregularmente (25-26).

Hifas oleiferas. En su interior contienen material lipidico, lo que les
imparte un indice de refraccion diferente, en comparacion con las hifas
vegetativas adyacentes (21).

Hifas incrustadas. Usualmente se encuentran asociadas a hifas
sumergidas de aquellos hongos que liberan pigmentos fendlicos
marrones dentro del agar. Estos cristales generalmente consisten en
agregaciones de oxalato de calcio (22).
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9. DISTRIBUCION DE LAS FIBULAS (Stalpers, 1978)

La distribucion de las hifas generalmente es considerada por tener una mayor
importancia taxonémica. Es constante dentro de una especie, y generalmente
también dentro de un género, al menos que el hongo regrese a su condicion
haploide (Nota: los septos secundarios, que pueden ocurrir en todas las especies,

nunca tienen fibulas).
Se pueden reconocer cuatro grupos:

a) Fibulas presentes en todos los septos.

b) Fibulas ausentes o “raras” en la zona de avance, pero presentes en
casi todos los otros septos (algunas hifas amplias pueden tener septos
sin fibulas).
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c) Fibulas de ocurrencia erréatica o rara, cuando estan presentes,
usualmente es en las hifas mas anchas. Puede haber mas de una fibula
en cada septo (fibulas multiples, fibulas en espirales).

d) Fibulas ausentes. Las fibulas pueden brotar tras el cierre; una hifa
lateral crece de una fibula. La forma de la fibula puede variar. El angulo
entre la fibula y la hifa puede ser mas amplio de 90° (fibula ligeramente
curveada) o alrededor de 90° (fibula abruptamente curveada). La
longitud del ancho del radio puede ser de dos (fibula corta), 0 mas larga
(fibula larga).

10.TIPO DE FIBULAS (Hutchinson, 1991)

a) Simples (5)
b) Con forma de dona (6,7)
c) Pseudo-fibulas (incompletas) (10,11)

*Podrian haber algunas anormalidades (9)

11.ESTRUCTURAS DE PROPAGACION (Stalpers, 1978)

a) Clamidosporas: Esporas intercalares o terminales, que tipicamente
tienen paredes gruesas o engrosadas. Usualmente son solitarias y mas
abundantes en micelio sumergido, que en micelio aéreo.
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b)

d)

Blastoconidia: La conidia es una estructura recién formada y la parte
inicial de la conidia usualmente se alarga antes de que se forme un septo
basal (mohos).

Artroconidia: Una hifa se convierte en muchas conidias. Estas son
tipicamente cilindricas - a menudo llamadas después oidios - 0 podria
ponerse redonda en los extremos después de la liberacion. En algunos
casos la artroconidia podria ser elipsoidal, de paredes gruesas y
pigmentadas antes de la liberacion.

Conidioforos: Solo estan presentes en algunas especies con
blastoconidias.

Basidiocarpos: Generalmente no se forman en cultivos puros, al menos
no dentro de las seis semanas. Sin embargo, en algunos géneros
aparecen regularmente.
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Anexo 3. Soluciones para la estimaciéon de la biomasa en

sustrato mediante la hidrélisis del FDA

Solucién madre

Se disolvieron 2 g de FDA por cada litro de acetona. Una vez preparada la

solucién, ésta se guardé en congelacién a -20°C.

Tampon fosfato de potasio

Se disolvieron 8.7 g de fosfato de potasio dibasico (K2HPO4) en 500 ml de
agua destilada; a parte, se disolvi6 1.3 g de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4)
en 500 ml de agua destilada. Posteriormente se mezclaron ambas soluciones, y la
solucién final se ajustd a un pH de 7.6. Este tampdn se esterilizé durante 15 minutos
al2i1°C.

Reactivo FDA

Se disolvié 0.5 ml de solucién madre en 100 ml de tampdn fosfato de potasio

estéril. Este reactivo se preparo justo antes de cada ensayo.

Reactivo “A”

Se tomaron 3 ml de solucién madre y se ajustdé a 100 ml con tampon fosfato
de potasio estéril. Finalmente, el reactivo se hirvié durante 30 minutos. Este fue

almacenado en un frasco oscuro y en refrigeracion.
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Anexo 4. Especies colectadas

Anexo 4. A) Auricularia nigricans; B) Cookeina sulcipes; C) Cookeina
tricholoma; D) Daldinia sp.; E) Laetiporus sulphureus; F) Lentinus
crinitus; G) Panus lecomtei; H) Polyporus sp.; |) Pycnoporus
sanguineus; J) Volvariella bombycina
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Anexo 5. Microscopias

Anexo 5. A) Hifas de Lentinus crinitus; B) Hifas de Panus lecomtei; C) Hifas de Phillipsia
domingensis; D) Hifas de Pycnoporus sanguineus
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