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1. INTRODUCCION

Los fésiles mas antiguos de hongos tienen aproximadamente 400 millones de
afos, lo que habla de la aparicién de estos organismos en la biosfera del
planeta, sin embargo, se piensa que los hongos en realidad han evolucionado
poco. Su antigiiedad nos permite hipotetizar sobre su relacion con el hombre, la
cual ha sido estrecha, ya que algunos restos humanos encontrados en Europa
demuestran que los hongos eran empleados para generar fuego y curar
algunos padecimientos médicos. Ahora sabemos que se han caracterizado
unas 300 especies de hongos como medicinales, siendo 20 las empleadas por
la medicina tradicional e inclusive estas mismas especies son altamente
comercializadas como suplementos para aliviar algunos problemas de salud.
Aungue, los hongos juegan diversos papeles para la sociedad, presentan un
gran numero de usos como: alimento para los seres humanos, tonicos,
degradadores de materia muerta, existen plantas que viven en simbiosis con
hongos para su sobrevivencia, etc. (Fersain y Sigifredo, 2001). En la actualidad
se sabe que ciertos hongos son capaces de producir una gran cantidad de
metabolitos que tienen diversas aplicaciones, los cuales estan en constante
proceso de investigacion (De Diego, 2011; Mayett et al; 2006).

Los hongos son los primeros organismos pluricelulares en la evolucion, siguen
hasta hoy en dia manteniendo una estructura sencilla. Presentan una alta
diversidad en su forma, con una cantidad no cuantificable de actividades
bioquimicas, ya que pueden alimentarse casi de cualquier fuente de carbono u
otros elementos quimicos.

Los hongos son de los organismos mas diversos en la naturaleza solo
rebasados por los insectos. Se estima que existen alrededor de 1,500,000
especies (Hawksworth, 2001), pero algunos autores estiman que la diversidad
de especies es superior a lo estimado., no obstante solo se ha estudiado un 5%
de esa cantidad de especies. En México de acuerdo a las estimaciones de
Guzman (1998a), existen 200,000 especies de las cuales se tiene informacion
de un 4%, situacion que deja claro que son un grupo de organismo numeroso
pero poco estudiado. Por lo que es importante continuar desarrollando
investigacion para permitir una mayor exploracion en el conocimiento de estos

organismos.



A nivel global la mayor parte de la investigacion en hongos se ha centrado en
los hongos fitopatdgenos y comestibles. En México la situacion no es distinta,
sabemos que tenemos reportados 1,500 especies de hongos fitopatégenos y
200 son las especies comestible que se consumen en nuestro pais (Guzman,
1998b; Mata et al; 2007). Si bien, respecto a los hongos fitopatégenos, son
pocos los estudios orientados hacia la parte quimica y farmacolégica de estos
organismos (Garcia, 2004). De aqui, la importancia de estudiar estos hongos,
como es el caso de Sclerotium rolfsii Sacc un hongo fitopatégeno, al cual se le
evaluaron varios grupos quimicos (alcaloides, antraquinonas, taninos,
cumarinas volatiles y saponinas) y actividades farmacologicas (flavonoides,
fenoles totales, poder antioxidante y toxicidad en el modelo de Artemia salina).
Ademas, se estandarizo las condiciones de cultivo en medio sdlido y liquido de
papa-dextrosa-agar y extracto de malta. Por ultimo, se realiz6 la identificacion
molecular empleando el marcador de ADNr de la subunidad mayor del
ribosoma LSU ¢ 28S.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

De acuerdo a distintas fuentes arqueoldgicas los hongos aparecieron alrededor
de hace 40-400 millones de afios. El humano y los hongos han experimentado
el proceso evolutivo de forma similar, situacion que permiti6 al hombre
aprovechar a estos organismos para su alimentacion, como medicina para
aliviar ciertos padecimientos y en sus rituales religiosos. Datos conocidos al dia
de hoy proporcionan informacion del uso de los hongos por parte de los
hombres prehistéricos de Europa, dicha informacion hace patente el uso de los
hongos deshidratados para generar fuego y como alimento (Bertelsen; 2013).
La importancia de los hongos se deja ver en la leyenda de la civilizacién
Micénica, donde se cree que el nombre de dicha civilizacion se debe a que
Perseo empled una seta u hongo como vaso improvisado para calmar la sed,
situacion presentada hace unos 3,500 afios.

Una civilizacién que hizo un uso importante de los hongos fueron los egipcios,
emplearon los hongos en la alimentacion de forma directa, pero también los
utilizaron para desarrollar ciertos alimentos como el pan y la cerveza, ademas

de emplearlos en ciertos rituales religiosos (Abdel-Azeem, 2010).



Los griegos dejaron evidencia escrita y gréafica del uso de los hongos en su
alimentacion, ademas de documentar las primeras intoxicaciones debidas al
consumo de hongos toxicos. Siendo Teofrasto el primero en dejar evidencia de
la definicion de los hongos como plantas imperfectas, carentes de raiz, hojas,
flores y frutos.

Para los romanos los hongos tenian una alta estima en la alimentacion, es en
esta etapa donde los hongos son considerados un alimento “gourmet”,
situacion que permeo a la nomenclatura cientifica de algunos hongos como la
Aminta caesarea. Es ampliamente conocida la historia del empleo de los
hongos toxicos para la eliminacion de ciertos personajes importantes de esta
cultura. Situacién que llevo a que Plinio el Viejo elaborard las primeras normas
para distinguir entre hongos comestibles y toxicos (Dugan, 2008).

Los primeros hongos que afectan a las plantas fueron observados durante la
edad media, la presencia del cornezuelo (Clavicep purpurea) en los cereales,
dejé claro que existen hongos que pueden provocar dafios considerables a
ciertos tejidos del cuerpo e incluso llevar a la muerte, esto principalmente por la
presencia de ciertas sustancias quimicas producidas por los hongos, como es
el caso de los alcaloides del hongo antes mencionado.

El uso de los hongos en las culturas prehispanicas de México y Centroamérica
fue conocido gracias a los escritos de fray Bernardino de Sahagun, quien
realiz6 una recoleccion de informaciéon de los libros sagrados de los mayas y
nahuatl, como el Popol Vuh y Chilam Balam. Los restos arqueoldgicos de
hongos en piedra con figuras humanas o de dioses en la base, fueron comunes
en la cultura maya (figura 1A). En el Cédice Vindobonensis donde se describen
diferentes aspectos de la cultura mixteca, el arquedlogo mexicano Alfonso
Caso identific6 un ritual de consumo de hongos alucinégenos por toda una
pléyade de dioses de dicha cultura. Esta ilustracién no es Unica, en el Cdodice
Magliabechiano se observa a un individuo que ingiere estos hongos, llamados
teonanacat! (carne de los dioses) ante la presencia de una deidad (Figura 1B)
(Ruiz, 2001).

La expansion del conocimiento cientifico sobre los hongos se presenta
indudablemente durante los siglos XIX, XX y XXI., se logra crear un sistema de

clasificacion, se colocan en un reino separado de las plantas y se avanza
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enormemente en el conocimiento de su biologia celular, molecular, bioquimica,

genética, etc.

Figura 1. Representacion de hongos en las culturas prehispanicas de México y
Centroamérica. A. Replica de un hongo de piedra, el original fue descubierto en
Guatemala a finales del siglo XIX, el original estd en Suiza (fotografia del Dr.
Daniel Martinez-Carrera). B. Representacion del uso de los hongos en la

cultura mixteca, encontrada en el Cédice Magliabechiano (Ruiz, 2012).

2.1. Generalidades de los hongos
Los hongos son organismos de amplia distribucion en la naturaleza, son
cosmopolitas puesto que se encuentran en distintos habitats, incluyendo
ambientes extremos como los desiertos o en los sedimentos de los fondos
marinos, asi como en areas de extremada salinidad. La mayoria son terrestres,
aungue algunos son estrictamente acudticos (Guzman et al., 1993;
Raghukumar y Raghukumar, 1998; Vaupotic et al., 2008; Le Calvez et al.,
2009). Segun su ecologia se pueden clasificar en cuatro grupos: saprofitos,
liquenizados, micorrizégenos y parasitos. Los hongos son de gran importancia
debido a que contribuyen al mantenimiento de los bosques, por ser los
degradadores primarios de la materia muerta de plantas y animales de muchos
ecosistemas, como tal, poseen un papel ecologico relevante en los ciclos

4



biogeoquimicos, ademas son capaces de formar asociaciones con diferentes
especies de arboles (Hawksworth, 2006).

Los hongos son organismos eucariotas cuyas células contienen un nucleo bien
definido, presentan mitocondrias y ribosomas, asi como otros organelos
rodeados de membrana, carecen de cloroplastos y por consiguiente no
fotosintetizan. Sus células estan rodeadas por paredes celulares cuyos
principales constituyentes son glucanos y quitina, siendo este ultimo
componente mas resistente que la celulosa a la degradacion por
microorganismos (Alexopoulus et al., 1995). Debido a que son heterotrofos no
tienen la capacidad de sintetizar su propia materia organica. Los hongos
secretan enzimas digestivas y después absorben el alimento predigerido a
través de su pared celular y membrana plasméatica. Ademas, pueden obtener
nutrientes de otros organismos vivos a los que parasitan (Shoji et al., 2006).

La mayoria de los hongos crecen como hifas, estructuras cilindricas y
filiformes, las cuales crecen en sus apices, las estructuras nuevas se forman
por la aparicion de nuevos apices a lo largo de hifas preexistentes por un
proceso llamado de ramificacion. La reproduccion de los hongos se lleva a
cabo por medio de esporas, las cuales se dispersan en un estado latente, y
solo crecen cuando se hallan en condiciones favorables para su germinacion.
En condiciones Optimas, la espora germina, surgiendo de ella la hifa, por cuya

extension y ramificacion se va constituyendo el micelio (Harris, 2008).

2.2. Taxonomiade los hongos
La clasificacion de los hongos siempre ha sido compleja, se cree que la primera
clasificacion de estos organismos tuvo que ser bajo los criterios de utilidad para
el hombre, hongos buenos (comestibles y medicinales) y hongos malos (toxicos
y parasitos). La primeras formas cientificas de ordenar a los hongos, se
basaron en la nomenclatura botanica y zooldgica, por lo que el reino fungi esta
organizado desde esos tiempos en las jerarquias linneanas (reino, phylum,
clase, orden, familia, género, especie y pudiendo llegar a subespecie). Durante
el siglo XIX los hongos estuvieron clasificados en el reino Plantae. Linneo los
colocé en la clase Crytogamia junto a musgos, liquenes, algas y helechos

dentro del reino Plantae. Es hasta 1969 cuando W hittaker propone la creacion
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del reino fungi para todos aquellos organismos eucariotas que no presentaban
pigmentos fotosintéticos. En los afios 90°s Woese propone que el reino fungi
este dentro del dominio Eukarya de acuerdo a la informacion contenida en los
genes ribosamales. La taxonomia de los hongos en la dltima década ha
cambiado de forma permanente debido al desarrollo de la biologia molecular,
sin embargo en estos momentos se reconocen 5 grupos o phylum de hongos
dentro del reino fungi (figura 2) (Contreras-Ramos, 2007), los cuales se

describen de forma breve a continuacion.

Figura 2. Arbol filogenético de los hongos. Actualmente se reconocen 5 grupos

de hongos dentro del reino fungi (Campbell, 2007).

2.2.1 Zigomicetes
Los hongos pertenecientes a este grupo son en su mayoria terrestres, viven
sobre materia muerta vegetal o animal; sus células carecen de septos, por lo
gue se observan multinucleadas; se reproducen asexualmente por medio de
esporangiosporas desarrolladas en los esporangios. Su reproduccion sexual se
lleva a cabo mediante la conjugacion de hifas positivas (+) e hifas negativas (-)
para formar gametangios, de los que se derivan la zigosporas, la cual
constituye la estructura de resistencia y determina el nombre de la divisién



celular (Arora, 2004). Dentro de este grupo de hongos se encuentran géneros

como Mucor sp. y Rhizopus sp.

2.2.2. Ascomycetes

Los ascomicetos agrupa hongos con hifas septadas, se desarrollan
favorablemente sobre madera podrida, en suelos con materia organica muerta,
sobre estiércol, aguas dulces o marinas, entre otros sustratos; algunos de los
hongos de este grupo viven en asociacion intima con algas formando liquenes.

El nombre de este grupo se debe a que durante la reproduccion sexual, en el
extremo de la hifa se desarrolla un saco (llamado asca), dentro del cual se
forman ocho ascosporas. En algunas especies de esta division, las ascas estan
en el interior del cuerpo fructifero o seta, se distinguen en el ambiente por su
singular forma de copa o botella de colores muy vistosos. Ahora bien, cuando
la reproduccion es asexual, se lleva a cabo mediante la formacion de conidios
solitarios 0 en cadena en el extremo de un conidioforo.

Entre las especies representativas de este grupo de hongos estan Neurospora
sp., Morchela sp., Peziza onotica, las levaduras del jugo de la uva
Saccharomyces sp. y las especies parésitas como las que producen el

cornezuelo del centeno (Claviceps purpurea) (Beug et al; 2014).

2.2.3 Basidiomicetes

Son hongos formados por hifas septadas que presentan dos nucleos o
dicaridticas, forman unas estructuras en forma de botella llamadas basidios y
gue contienen esporas llamadas basidiosporas. Dentro de este grupo de
hongos se encuentran los organismos macroscopicos, como las setas, hongos
toxicos, alucindgenos y fitopatdgenos.

Las hifas del micelio se pueden unir a larga distancia formando unas
estructuras denominadas grapas de conexion. Estos hongos presentan una
reproduccion sexual y asexual, en la primera, forman esporas haploides + vy -,
gue después de germinar por separado se unen para formar un micelio diploide
gue posteriormente dara origen a esporas sexuales haploides + y -. Para le
reproduccion asexual estos hongos forman unas esporas llamadas artrosporas

u oidios.



Dentro de este grupo encontramos hongos como: Pleurotus sp; Amanita sp;
Boletus sp; Psilocybe sp; Hemileia vastatrix, etc. (Montoya, 2008; Anke T
1989).

2.2.4 Chytridiomicetes
Estos hongos se caracterizan por ser los mas primitivos que constan de una
sola célula, con un micelio rudimentario con hifas cenociticas. Presentan una
forma de reproduccion sexual por medio de zoosporas flageladas, lo que
permite la movilidad de estas ultimas. Estos hongos los podemos encontrar en
ambientes acuaticos (agua dulce la mayoria), terrestre, materia organica viva y
en descomposicion (saprofitos). Algunos de estos hongos son anaerobios y se
caracterizan por formar parte del sistema digestivo de rumiantes donde tienen
la funcién de degradar materiales vegetales (Hibbett et al., 2007; Montoya,
2008). Algunos hongos pertenecientes a este grupo son Olpidium sp;

Synclytrium sp. y Urophlyctis sp., todos patégenos de plantas.

2.2.5 Glomeromicetes

Este grupo de hongos esta altamente emparentado con los basidiomicetes y
zigomicetes, todavia hace algunos afios estaban integrados dentro de los
zigomicetes. Se tienen datos de que su aparicion fue hace muchos millones de
afios por los que se les considera hongos antiguos. No se conoce en ellos la
forma de la reproduccion sexual, ademas de que son simbiontes obligados de
plantas, o que conocemos como micorriza. Presentan esporas de tamafo
grande, el micelio se caracteriza por hifas no septadas y multinucleadas.
Algunos organismos integrados en este grupo son Glomus sp; Diversispora sp;
Otospora sp; Acaulospora sp; etc. (Stocknger et al., 2010; Schufiler et al.,
2001).

2.3 Aspectos morfologicos béasicos de los hongos
Las caracteristicas morfolégicas generales de los hongos es que crecen en
forma de marafa de tubos muy delgados, los cuales miden generalmente una
centésima a una décima de mm (10-100 um), que parten de la espora o el
fragmento que les dio origen y se dispersan en todas las direcciones. Esta red
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tubular constituye al llamado “talo” o “micelio”. Cada uno de los tubos que lo
forman se denomina “hifa”. Las hifas pueden estar divididas en segmentos o
no, dependiendo del tipo de hongo, por unas paredes llamadas septos las
cuales nunca se cierran del todo, si no que dejan un poro central que permite el
flujo de material celular a lo largo de las hifas incluyendo los organelos y el
nuacleo. Las hifas estan rodeadas por una capa rigida que les confiere
resistencia ante la diferencia de presiones interna y externa, ésta es la llamada
pared celular. El citoplasma de las hifas tiene una alta presion osmatica debido
a la acumulacién de diferentes sustancias (nutrientes y metabolitos). Esta alta
presién contrasta con la baja presion del medio ambiente en que crecen
normalmente los hongos. La pared celular de los hongos tiene una composicion
compleja, formada principalmente por polisacéaridos, proteinas y una pequefia
cantidad de lipidos, su rigidez la debe a un polisacarido llamado N-

acetilglucosamina (Ruiz, 2013; Cole, 1996).

2.3.1 Laespora

La mayoria de los hongos forman esporas, los cuales son para los hongos el
equivalente de las semillas de las plantas. De ahi su nombre de origen griego
gue significa semilla. Las esporas son las estructuras de reproduccion y
dispersion de los hongos. En su mayoria son asexuales, pero algunos hongos
generan esporas sexuales. EI mecanismo de reproduccién sexual y el tipo de
esporas que forman los hongos constituyen la base de clasificacion en grandes
grupos. Su clasificacibn més fina generalmente se basa en la morfologia del
micelio aéreo (reproductor) y en la forma de las esporas (figura 3).

Los tres grandes grupos de hongos terrestres zigomicetos, ascomicetos y
basidiomicetos, se reconocen por el mecanismo de formacion de sus esporas a
través del proceso sexual. El otro grupo de hongos, chytridiomicetes, se

distingue por sus esporas asexuales moviles (Kendrick, 1992; Cole, 1996).



Fuente: http://invam.wvu.edu/methods/assays (20-07-2015)
Figura 3. Esporas de hongo. A. Estructura de soporte de las esporas, en este

caso un conidiéforo. B. Esporas de una micorriza (hongo simbio6tico de raiz).

2.2.2 Micelio

El micelio consta de una masa de citoplasma multinucleado encerrada dentro
de un sistema de tubos rigidos y ramificados que son de un diametro bastante
uniforme. Los tubos que encierran al protoplasma representan a una estructura
protectora homologa a la pared celular de un organismo unicelular.
Normalmente un micelio surge de la germinacién y posterior crecimiento de una
sola célula reproductora o espora. Después de la germinacion, la espora emite
un largo filamento o hifa que se ramifica repentinamente a medida que se va
alargando para formar un sistema ramificado de hifas que constituye el micelio
(figura 4). El crecimiento fungico estd conformado caracteristicamente a los
apices de las hifas, a medida que el micelio no es fijo, en tanto que haya
nutrientes disponibles, el crecimiento de las hifas puede continuar, en algunos
basidiomecetes un sélo micelio puede alcanzar hasta 16 m de diametro
(Kavanagh, 2005; Cole, 1996).
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Figura 4. Micelio de un hongo. A. Micelio creciendo en medio de cultivo en caja

de Petri. B. Tipos de micelio: septado y no septado. C. Fotografia de microsco-

pia electronica de las hifas que conforman el micelio.

2.4 Los hongos como productores de compuestos farmacoldgicos
Se estima que existen poco mas de 1,6 millones de especies de hongos y solo
alrededor de 100,000 especies se conocen actualmente (Hawksworth 2004).,
teniendo conocimiento de un estimado de 20.000 metabolitos bioactivos de
origen microbiano (Berdy, 2005). Los hongos son de gran importancia, son
organismos eucariotas, mismos que proveen una gran cantidad de metabolitos
secundarios para la elaboracion y produccién de farmacos semi-sintéticos
(Mitchell et al., 2008, Stadler y Keller, 2008). El descubrimiento de varios
compuestos farmacolégicos producidos a partir de diferentes hongos como: la
penicilina (antibidtico de Penicillium sp.), la ciclosporina (inmunosupresor de
Tolypocladium inflatum y Lucidum Cylindrocarpon), el agente antifingico
griseofulvina de Penicillium griseofulvum, lovastatina inhibidor de la biosintesis
de colesterol del hongo Aspergillus terreus y los antibidticos beta-lactamicos de
varios taxones de hongos, por esta razon estos organismos son de gran

importancia para el desarrollo de nuevos farmacos (Selim et al; 2012).
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El uso de los hongos es de gran importancia para el tratamiento de
enfermedades tanto de personas como de animales. En el siglo XXI, existia un
involucramiento industrial de al menos de 10 a 20 productos farmacol6gicos
para el tratamiento de enfermedades. Dos estatinas contra el colesterol, la
penicilina como antibidtico y el inmunosupresor ciclosporina se localiza dentro
de los primeros diez, de cada uno de ellos se obtiene ventas de mas de mil
millones de pesos al afio, por lo que los estudios para el descubrimiento de
nuevos farmacos contindan. Los siguientes compuestos se han aprobado
recientemente para uso humano: micafungina es un agente antifingico;
micofenolato se usa para prevenir el rechazo de tejidos; rosuvastatina es usada
para reducir el colesterol y cefditoren como un antibiético (Gazzerro et al;
2012).

Suryanarayanan et al; (2009), reporta que los hongos producen muchos
metabolitos secundarios de diferentes estructuras quimicas y con actividad
biologica de amplio espectro. Esto nos muestra la gran cantidad de produccion
de metabolitos en hongos (Suryanarayanan y Hawksworth, 2005). Se habia
informado de la existencia de 1,500 metabolitos flngicos con actividad
antitumoral y antibiotica (Pelaez, 2005), algunos se han aprobado y utilizado
como medicamentos, por mencionar algunos: la micafungina, un metabolito
antifangico de Coleophoma empetri (Frattarelli et al; 2004), micofenolato un
producto de Penicillium brevicompactum, se utiliza para la prevencion del
rechazo de trasplante renal (Curran y Keating, 2005), rosuvastatina de
Penicillium citrinum y P. brevicompactum, que se utiliza para tratar las
dislipidemias (Scott et al; 2004) y pivoxilo cefditoren, un antibidtico de amplio
espectro derivado de Cephalosporium sp. (Darkes y Plosker, 2002). Otros
incluyen derivados de la fumagilina, un antibiético producido por Aspergillus
fumiga (Chun et al; 2005) e iludina-S, un sesquiterpenoides de llludens
Omphalotus (McMorris et al; 1996) que exhibe actividad anti-cancerosa.

Pocos son los cientificos que han realizado estudios para la aplicacion de
pruebas biolégicas, como es la capacidad de produccién de medicamentos
ademas del control biol6gico. Esto muestra que son pocos los estudios
realizados para encontrar mas compuestos de importancia bioldgica. Los

hongos de mas interés han sido los del suelo, siendo los géneros Acremonium,
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Aspergillus, Fusarium y Penicillium mismos que han demostrado su capacidad
para la produccién de metabolitos con actividad de compuestos bioactivos. Mas
del 30% de los metabolitos aislados son de Aspergillus y Penicillium (Berdy
2005). Los hongos generalmente son obtenidos del mismo nicho ecolégico
utilizando los mismos métodos de aislamiento, de manera que las cepas de los
hongos fueron re-aislados y esto llevé al re-descubrimiento debido a que estos

organismos producen el mismo tipo de metabolitos.

2.5 Uso medicinal de los hongos

La utilizacion de los hongos por el hombre para el tratamiento de
enfermedades, se remonta a los primeros tiempos de la antigledad. Existen
datos sobre el uso de los hongos para curar heridas infectadas hace méas de
4,500 afios. En América, Incas, Mayas y Aztecas conocian bien los secretos
farmacologicos de las setas, empleadas en todo tipo de préacticas, dentro de la
medicina tradicional y también en la brujeria. Algunos de esos rituales han
llegado hasta nosotros a través chamanes como Maria Sabina, algunos
hechiceros siguen practicando la tradicion de los aztecas en el uso de los
hongos alucinégenos con fines paganos o simplemente ludicos (Schultes y
Hofmann, 1979).

En Europa existen datos sobre el uso de ciertos hongos, como el cornezuelo,
trufa, etc., utilizados como medicina desde hace miles de afios. Un ejemplo de
ello ha sido el hallazgo reciente de una momia congelada en el glacial de los
Alpes, entre Austria e ltalia, que presentaba excelentes condiciones de
conservacion, con una antigiedad aproximadamente de 5,300 afios. Junto el
cadaver habia un bolsa de cuero que contenian varios hongos: “yesca comun”
(Fomes fomentarius), “yesca del abedul” (Piptoporus betulinus) y “Cornuzuelo”
(Claviceps purpurea), entre otros. Los dos primeros con propiedades
terapéuticas para el tratamiento de infecciones broncopulmonares, el
cornezuelo con una inmensa gama de actividades, debido a la presencia de
mas de 50 alcaloides en su composicion, se le puede considerar como
provitamina D; antihistaminaicos, vasodilatadores de accion eficaz en los
preambulos del parto (ergotamina, ergobasina) y alucindbgeno, asi como otros

toxicos (ergotdxina), que produce vaso constriccion periférica y puede provocar
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dos procesos patologicos graves; uno gangrenoso, con pérdida de las
extremidades por falta de irrigacion sanguinea, enfermedad que se conoce
como “ergotismo gangrenoso” y otro que se manifiesta como un cuadro
nervioso, con ataques epilépticos, que acaban matando al paciente con mayor
rapidez que el primer caso, se le conoce como “ergotismo convultismo’
(Wainwright, 2008).

Existen hongos que han marcado un antes y un después en el transcurso de la
humanidad. Uno es el Ganoderma lucidum, conocido en China y Japon con los
nombre populares de “Ling zhi” y “Reichi’, respectivamente; en estos dos
paises se viene empleando en la medicina tradicional desde hace mas de
4,000 afios (Wachtel-Galor et al; 2011).

En México, se han utilizado los hongos en rituales, ademas como hongos
comestibles y medicinales para curar enfermedades. Se han utilizado 70
especies de hongos en préacticas de medicina tradicional para el tratamiento de
40 tipos de enfermedades en humanos, tales como antiinflamatorios, para el
mejoramiento de la vista, tratamiento respiratorio, infecciones
gastrointestinales, dolores de cabeza, tratamiento de lumbalgia y esquelalgia,
entumecimiento de miembros, tonificante del estdmago, tratamiento de

bronquitis, tratamiento de la hepatopatia, etc. (Guzman, 2008).

2.6 Sclerotium rolfsii Sacc

Es un hongo fitopatégeno, habitante del suelo, con un amplio rango de
hospedadores, concretamente alrededor de 500, en los que causa
podredumbre de raiz y tallo. La enfermedad que produce recibe muchas
denominaciones diferentes en la literatura: pudricion basal de tallo y raiz, mal
del esclerocio, afiublo surefio o tizon surefio, son algunas de ellas. Algunos de
los cultivos que se ven afectados por este patdgeno son: frijol, jitomate,
manzano, remolacha, girasol y fresa.

Tiene una amplia distribucion en el mundo, pero es mas frecuente en regiones
tropicales y subtropicales. Le favorecen los climas calurosos y suelos
fundamentalmente &cidos. Se ha descrito que en Europa central y sur, puede
ser en determinadas condiciones muy destructivo (Smith, 1992); en Espafa se

ha descrito en cultivos de tomate (Tello y del Moral, 1995) y en Austria se ha
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detectado causando dafios en cultivos de cierto tipo de frijol (Gonzalez et al.,
2004).

Este hongo puede sobrevivir como micelio en los tejidos infectados o en
desechos de plantas. Persiste como esclerocio y se disemina por practicas
culturales (suelos infectados o herramientas contaminadas), plantulas
infestadas, aguas de irrigacion, viento y posiblemente semillas. El patégeno
penetra el tejido y produce una masa considerable de micelio en la superficie
de la planta, este proceso dura aproximadamente de 2 a 10 dias.

El pH es importante en la induccion de la formacién de esclerosis. S. rolfsii
Sacc es capaz de sobrevivir dentro de un amplio rango de condiciones
ambientales. El micelio puede crecer a pH de 3 a 5 y la germinaciéon de los
esclerocios ocurre entre 2 a 5 °C. La germinacion es inhibida a pH por encima
de 7. El maximo crecimiento micelial ocurre entre 25 y 35°C. Se requiere una
humedad muy alta para el crecimiento del hongo, el cual produce abundantes
esclerocios redondeados de color canela a marrén-rojizo o marron oscuro de
un tamafo semejante al de las semillas de mostaza. Los esclerocios estan

unidos al micelio en la superficie de la planta (Punja, 1985).

2.7 Metabolitos secundarios con actividad farmacologica
Los principios activos, son sustancias quimicas que son sintetizadas por
plantas, algas, helechos, hongos etc., tienen la capacidad de una vez
ingresadas en el metabolismo de un organismo, modificar el funcionamiento
biogquimico de células, tejidos y 6rganos. El desarrollo de la farmacologia ha
permitido conocer una gran variedad de compuestos que se clasifican como
principios activos, los cuales se han agrupado en ciertos grupos, tales como
alcaloides, antraquinonas, cumarinas, flavonoides, terpenos, etc. (Pengelly,

1996); algunos se describen a continuacion:

2.7.1 Alcaloides
Los alcaloides deriva de los vocablos alkali y eidos, cuyo significado literal es
semejante a un alcali, esta palabra fue utilizada por primera vez por W.
Meissner para designar a algunos compuestos presentes en sustancias

naturales que reaccionan quimicamente como bases.
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Desde el punto de vista quimico, son compuestos nitrogenados, en los que el
nitrégeno forma parte de un heterociclo. Ademas estan constituidos por
carbono e hidrégeno, algunos llevan oxigeno y raramente azufre. En la
naturaleza se encuentran combinados con &cidos minerales o acidos
organicos, dando lugar a los correspondientes citratos, malatos, benzoatos o
tartratos y a compuestos mas especificos como meconatos o aconitatos., en
ocasiones se combinan también con taninos.

Los alcaloides derivan de los aminoacidos, lo que permite clasificarlos en:
alcaloides derivados de la ornitina y lisina, alcaloides derivados de la tirosina y
fenilalanina, alcaloides derivados del tript6fano, alcaloides derivados del acido
nicotinico y alcaloides derivados de la histidina.

Los alcaloides suelen presentar actividad farmacoldgica muy intensa a dosis
bajas, con gran variedad de actividades farmacolbgicas. Algunos son
especialmente téxicos, como la aconitina del aconito (Aconitum napellus), la
coniina de la cicuta (Conium maculatum L), los alcaloides hepatotéxicos del
senecio (Senecio spp) y la nicotina, el alcaloide principal del tabaco que tiene
una actividad muy toxica, a unos 50 mg puede producir la muerte de un hombre
por pardlisis respiratoria. Otros se usan como medicamentos, como la
teobromina, cafeina, anfetamina, atropina, codeina, colchicina, efedrina,

teofilina, morfina, etc. (Primo; 2007).

2.7.2 Antraquinonas

Las antraquinonas se localizan principalmente en vegetales superiores, existen
ejemplos de compuestos provenientes de insectos y microorganismos.
También se han aislado derivados reducidos de antraguinonas como antronas
y antralones. El acido acético es un precursor biogenético casi exclusivo de
estos compuestos.

Las quinonas constituyen un grupo importante de pigmentos vegetales y
animales. El ejemplo mas antiguo es la alizarina proveniente de Rubia
tinctorum, una antraquinona usada desde hace mas de 2,000 afios para tefiir
telas (Lorenzo et al; 2008).

Las antraquinonas altamente oxigenadas se encuentran en los insectos. Dos

ejemplo son el &cido carmico y el acido kermésico, provenientes de Dactylopius
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y Kermococcus illicis, respectivamente son utilizados comercialmente en
preparaciones cosmeéticas, en la industria alimentaria y textil.

Las fuentes mas abundantes para los dimeros de las antraquinonas son los
hongos del género Penicillium, algunas se encuentran relacionadas con los
liguenes, pero son poco frecuentes en vegetales superiores, por ejemplo en
vegetales superiores se tiene los sennésidos A y B (estereocisomeros en C10 y
C10) que son los principales laxantes de la hoja del sen (Cassia angustifolia,
leguminosas) (Luis et al; 2009). Algunas antraquinonas con actividad
farmacologica son: emodina, crisofanol, fiscion, aloé-emodina, reina, &cido

emaodico (Ringuelet y Vifa, 2013).

2.7.3 Taninos
Estos compuestos son abundantes realmente en ciertas variedades
pigmentadas de cereales, legumbre, frutas y bebidas (té, cacao o vino tinto). Se
caracterizan por otorgar al alimento un sabor amargo ademas de tener una
proteccion a la planta del ataque microbiano y fingico. Los taninos pueden
tener un papel protector impidiendo la absorcion de metales pesados, en los
ultimos afios se han destacado los efectos benéficos para la salud por la
actividad antioxidante, ya que previenen enfermedades cardiovasculares y se
consideran anticancerigenos (Rebolo, 2007).
Los taninos se pueden clasificar segun su naturaleza de las moléculas
elementales: taninos hidrolizables (galicos), comprenden a los galotaninos y a
los alagitaninos, liberando por hidrdlisis acida respectivamente acido galico y
acido elagico, ambos contienen una molécula de glucosa. Los mas abundantes
pertenecen a los elagitaninos, donde destacan la vescalagina y la catalagina
gue al hidrolizarse se transforman respectivamente en vescalina y castalina.
Los taninos condensados, son polimero mas o menos complejos de flavan-3-
oles o 3-flavonoles, también llamados catequinas. Estas sustancias se
localizan principalmente en las semillas, aunque se han detectado también
trazas de monomeros y dimeros en la pulpa de algunos frutos (Rebolo, 2007).
Existen varios taninos con actividad farmacolégica como el galato de
epigalocatequina (EGCG), (-) - galato de epicatequina (ECG), corilagin,
geraniin, etc.
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2.7.4 Cumarinas
Las cumarinas son productos naturales que poseen una estructura idéntica,
pertenecen al grupo de compuestos conocidos como benzopironas,
constituidas por un anillo bencénico unido a una pirona (un anillo heterociclico
de seis miembros que contienen un atomo de oxigeno y cinco de carbono). El
derivado de la cumerina (7-HC es una sustancia cristalina soélida blanco-
amarilla que tiene baja solubilidad en agua pero alta solubilidad en etanol). Esta
cumerina y otros compuestos relacionados presentan actividades bioldgicas de
importancia terapéutica entre los que destaca la capacidad de reducir el
tamafo de los tumores por lo que se usan como farmacos anticancerigeno. Las
acciones bioldgicas y clinicas de las cumarinas y de la 7-HC aparecen
ampliamente descritas en la bibliografia (O Kennedy y Thornes, 1997).
Las lactonas aromaticas, metabolitos caracteristicos (C6C3), cuya biosintesis
suele producirse a partir de acidos cinamicos, generalmente del acido p-
hidroxicindmico. Se pueden clasificar en tres grupos: hidroxicumarinas,
furanocumarinas y piranocumarinas.
Las hidroxicumarinas, como la umbeliferona y sus correspondientes eterésidos,
se encuentran en plantas superiores, aproximadamente en 100 familias, las
faracumarinas y las piracumarinas aparecen generalmente en frutos y raices de
dos familias, Umbeliferae y Rutaceae. Las faracumarinas (con anillo furano)
son biolégicamente mas activas que las hidroxicumarinas, sin embargo en
algunos casos son alergénicas.
Algunas furanocumarinas lineales (psoralenos) se utilizan como proteccién a
los rayos UV, en el tratamiento de alteraciones como vitiligo; las presentes en

Umbeliferae y Compositae han sido citadas como antifingicos (Ojala, 2001).

2.7.5 Saponinas
Las saponinas son un grupo de glucosidos amorfos coloidales hidrosolubles
gue producen espuma cuando se agita en solucion acuosa, son excelentes
agentes emulsionantes y las soluciones acuosas de algunos de ellos, por
ejemplo de la corteza de la Quillaja saponaria, se usaron antes como
detergentes en reemplazo del jabon. Muchos de estos glucidos tienen la

férmula general CgH2401o.
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Las agluconas se suelen preparar por hidrolisis catalizada por acido y se
denominas sapogeninas, se conocen bien dos tipos generales de éstas, a
saber los esteroides, como la digitonina, provenientes del género Dioscorea y
la hecogenina, la monogenina y la gitogina de especies de agave.

Muchas saponinas son toéxicas y se denominan sapotoxicas, por lo general
ejercen una poderosa accion hemolitica sobre los eritrocitos; se han usado

como veneno contra los peces (Remington, 2003).

2.7.6 Terpenos

Los terpenos se forman con moléculas de isopreno cuando estas se unen entre
si, produciendo cadenas y anillos de forma y tamafio variables. Por otra parte,
desde el punto de vista funcional se trata de compuestos que tiene propiedades
muy variables, hay algunos terpenos que son productos aromaticos de ciertas
plantas, como el caso del pineno, componente del aguarras, el mentol de la
menta, etc; otros son vitaminas liposolubles A, E y K.

Los terpenos pueden encontrarse solos o formando glicésidos. Estos ultimos
son mas frecuentes en triterpenos, aunque hay algunos ejemplos de glicésidos
de terpenos de menor tamafio, como es el caso del 1-glucosilmircerol, aislado
de Tagete patula, fuente comercial de B-carotenos y la paeoniflorina, un hemi-
orto-éster de diez atomos de carbono, que se aisla como glucésido a partir de
Paeonia albiflora, utilizada en la medicina tradicional japonesa como
antialérgico, analgésico, antiespasmaodico y sedante (Marcano y Hasegawa,
2002).

La unidad fundamental que define estos esqueletos contiene cinco atomos de
carbono y se conoce como isoprenos. De manera general, los terpenos
obedecen alo que se conoce como regla de isopreno, es decir, la secuancia de
los atomos que conforman un terpeno es tal que puede localizarse en varias

unidades consecutivas de isopreno (Ringuelet y Vifia, 2013).

2.7.7 Flavonoides
La estructura basica de los flavonoides consta de un esqueleto de 15 carbonos.
La estructura mas simple consta de 2 anillos fendlicos conectados entre si por

un puente de tres carbonos (compuestos C6C3C6). Se encuentran
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ampliamente distribuidos en los vegetales y son biosintetizados a partir del
acido shikimico y de la acetilcoenzima A via malonilCoA.

El acido shikimico y los compuestos relacionados (acido corismico y otros)
sirven de precursores de una serie de acidos benzoicos hidroxilados y
aminados. En el mayor de los casos los compuestos aromaticos derivados del
acido shikimico se forman por diseminacion de aminoacidos aromaticos
(fenilalanina y triptéfano), suelen ser compuestos bencénicos con una cadena
de 3 atomos de carbono (fenilpropanoides, C¢C3).

Los flavonoides son el grupo mayoritario dentro de los compuestos fendlicos
presentes en las plantas, se pueden clasificar en 5 grupos diferentes:
antocianinas (pigmentos), flavonoides menores (que incluyen flavononas,
dihidroflavonoles y dihidrochalconas), flavonas, isoflavonoides y taninos
condensados (Martinez-Flérez et al; 2002). Algunos como la genisteina,
guercetina, apigenina, coumestrol, naringina, etc., tienen actividad

farmacologica.

2.8 Métodos para la caracterizacion quimica de los hongos
2.8.1. Cromatografia
2.8.1.1 Cromatografia de capa fina (TLC)
Es una de las cromatografias mas ampliamente utilizadas por su facilidad,
rapidez y bajo costo. Para su desarrollo se emplea una fase estacionaria sélida
y una fase movil liquida. La fase estacionaria normalmente se encuentra
adherida a una superficie solida, pudiendo ser esta ultima silica gel, alimina u
otros polimeros sintéticos (por ejemplo C18). La fase mévil normalmente es un
solvente o una mezcla de los mismos. La muestra es colocada cerca de un
extremo de la placa recubierta con la fase estacionaria, la placa es colocada de
forma vertical en una cadmara donde en la parte inferior se encuentra la fase
movil, esta Ultima comienza su movimiento por la fase estacionaria debido al
proceso de capilaridad, el movimiento de la fase movil permite el
desplazamiento de los analitos por la fase estacionaria, la interaccion quimica
de cada uno de los analitos con la fase estacionaria, permite la separacion de

los compuestos quimicos presentes en la muestra.
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Este tipo de cromatografia se utiliza para determinar la pureza de un
compuesto, comparar muestras, prueba inicial de cromatografia e incluso en
analisis clinico o deteccién de drogas (Sharapin y Pinzén, 2000; Walton y
Reyes, 2005).

2.8.1.2 Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)
La cromatografia de alta resolucién es una técnica ampliamente extendida en
los laboratorios de analisis quimico. Se ha convertido en una herramienta de
uso cotidiano debido a su versatilidad, sencillez y alta resolucién. La mezcla a
resolver se inyecta en un sistema donde un solvente o una mezcla de solventes
la arrastran a través de un sélido o de un liquido que recubre a un sdlido. El
solvente en el cual se disuelve la muestra recibe el nombre de fase movil y el
sélido es nombrado fase estacionaria. La interaccién de los componentes
guimicos de la mezcla con la fase mévil y la fase estacionaria permite que se
separen y eluyan a distintos tiempos. La fase estacionaria normalmente esta
empaqueta en una columna de longitud y didmetro variable, dichas
caracteristicas estan intimamente relacionadas con la capacidad de separacion
de los componentes de una mezcla, misma funcion presenta la composicion de

la fase movil (Hernandez, 2005).

2.8.1.3 Cromatografia gases

Esta técnica se utiliza para separar diferentes compuestos voléatiles de una
muestra. En la fase movil se usa un gas inerte (nitrégeno o helio) mismo que
trasporta la muestra volatilizada a la columna de cromatografia. La fase
estacionaria por lo general esta compuesta por una columna de metil
polixilosano o sus derivados. Los compuestos se separan segun el grado de
velocidad (punto de ebullicion, peso molecular) y la afinidad por la fase
estacionaria. Uno de los detectores mas utilizados es el detector “FID” que por
su alta velocidad, es usado para la determinacion de compuesto.

En esta técnica los analitos se mueven por el flujo de una fase movil de gas
inerte. Los analitos de cromatografia de gases, deben tener puntos menores de
ebullicién a 350°C y no descomponerse por debajo de esta temperatura; estas

muestras pueden ser gases, liquido o sdlidos (los ultimos deben ser
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vaporados). Los compuestos extraidos de las plantas y hongos pueden ser
complejos, requiere métodos de separacion de alta resolucion, como lo es la
cromatografia de gases (McNair y Miller, 1998; Schreir, 1984).

Para la identificacion de los diferentes compuestos, se emplean los indices de
retencion de Kovats, los cuales son utilizados para determinar compuestos,
comparandolos con los tiempos de retencion de n-alcanos, analizados bajo las

mismas condiciones operacionales (Rubinson, 2000).

2.8.2 Espectrofotometria
2.8.2.1 Espectrofotometria uv-visible
La absorcion de radiacién uv o visible proviene de la excitacién de los
electrones enlazantes y como consecuencia, las longitudes de onda de los
picos de absorcién pueden correlacionarse con los tipos de enlace que existen
en las especies en estudio. Esta técnica se fundamenta en la intensidad de la
luz, donde la intensidad inicial (l;,) incide en la muestra y absorbe una parte de
la luz, mientras que la diferencia de luz pasa por el capilar con menos
intensidad (lo), misma que es detectada por el fotodetector. Con este método
es posible determinar varios compuestos y grupos funcionales en una muestra.
Esta técnica generalmente utiliza una columna, esta permite el paso de la luz
blanca producida por la lampara de deuterio, misma que se envia a un
monocromador que selecciona la longitud de onda para producir una luz que
atraviesa el capilar de un punto de separacion. La luz que atraviesa el capilar
es recogida por el fotodiodo.
El principio de deteccion en fotometria uv/visible es la ley de Lambert-Beer,
donde A, la absorbacia viene dada por:
A=log 1/T= abC
Donde:
a= absortividad
b= longitud de pazo de luz

C= concentracion de soluto

En la uv/visible directa, se trabaja en longitudes de onda entre 190 y 800 nm.

La parte de uv comprende desde 190 a 350 nm mientras que la visible desde
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350 hasta 800 nm, aunque la mayoria absorben desde 190 nm, pero esta
técnica depende del tipo de muestra a analizar, ya que debe de tener la
presencia de algun grupo cromoforo (es un grupo responsable de la absorcién
de luz por una molécula).

En la uvl/visible indirecta, es un método muy empleado en la electroforesis
capilar, permite analizar varios compuestos, como iones inorganicos y
organicos, que no poseen grupos cromoforo en su molécula y absorben poca
luz (Cruces, 1998).

2.8.3 Espectrometria
2.8.3.1 Espectrometria de masas

Este método nos permite estudiar compuestos de naturaleza diversa: organica,
inorganica o bioldgica (incluyendo biopolimeros y macromoléculas naturales o
artificiales), ademas nos permite obtener informacién cualitativa y cuantitativa.
Mediante la interpretacion de la espectrometria de masas es posible encontrar
informacion de la masa molecular del compuesto de interés o por el contrario
solamente encontrar la existencia de dicho compuesto. Por medio de la
separacion cromatogréafica (HPLC, GC) los componentes de la muestra son
separados, posteriormente los componentes son ionizados, los iones se
separan en funciéon de su masa/carga (m/z) mediante aplicaciéon de campos
eléctricos magnéticos y por ultimo detectados. El detector produce una sefial
eléctrica y la manda a una computadora. El registro se denomina registro de
masas de compuestos idnicos en funcion de su masa/carga (Chang, 2010;
Harvey, 2002).

2.8.4 Espectroscopia
2.8.4.1 Resonancia magnética nuclear
Es una técnica espectroscéopica no destructiva, ampliamente utilizada para
elucidar estructuras quimicas y conocer los compuestos presentes en una
muestra determinada. Su éxito dentro del analisis quimico se debe a la
simplicidad de la preparacion de la muestra, el procedimiento de medida, la
estabilidad instrumental y la facilidad para la interpretacion de los datos. Esta

técnica estudia el comportamiento de algunos nucleos atémicos presentes en
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un campo magnético externo. En el momento del desdoblamiento de los
niveles energia nuclear producida por el campo magnético aplicado, a partir de
aqui ocurre la absorcion de una radiacion electromagnética adecuada. La
propiedad de energia de las moléculas como el entorno electrénico y las
interacciones entre ambos, de esta forma la intensidad forma sefiales en el
espectro relacionadas con la estructura molecular, esta técnica proporciona
valiosa informacién acerca de la estructura del compuesto que lo origina (Joshi,
2012). Sus aplicaciones en la actualidad abarcan desde la ingenieria de

materiales, farmacologia, bioquimica, ecologia y la ciencia de los alimentos.

2.8.4.2 Espectroscopia de infrarrojo (IR)
La espectroscopia de absorcion de infrarrojo se basa en el comportamiento de
las vibraciones de los 4&tomos en las moléculas, consiste en un espectro de
absorcion que pasa por varios niveles de vibraciéon. Las moléculas poliatbmicas
tienen un grado de libertad de vibracion, el espectro de infrarrojo puede
presentar algunas bandas de absorcion, cada banda corresponde a una
frecuencia especifica. Para lograr la absorcion de la vibracion se debe hacer un
cambio en el momento dipolar de la molécula. De esta forma el infrarrojo
detectara las ondas cuanto mayor sea el cambio en el momento dipolar de las
moléculas. La importancia radica en que los grupos funcionales tienen cierto
grado de individualidad en las moléculas y se ven afectados por las
vibraciones, dichas vibraciones exponen a los compuestos.
1 [k
v=—|—
QTTV I

En la siguiente formula, la letra K es la constante de fuerza de enlace y y la
masa reducida del sistema. Esta ultima determina que los grupos funcionales
estan localizados en diferentes frecuencias de vibracion, mismas que se van

asociando a las bandas del espectro de infrarrojo (Stuart, 2004).

2.9 Identificacion de los hongos
La identificacion de los hongos se puede realizar de varias formas, la mas
sencilla es la comparacion con ilustraciones de manuales o libros donde se

aborda la descripcion de los distintos grupos de hongos. Un nivel mas
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avanzado en la identificacion es el empleo de la microscopia, en el que se
analiza la estructura y forma de la espora y el micelio. Una forma de reforzar la
identificacion de los hongos es realizando pruebas bioquimicas, como el
crecimiento del hongo en ciertos medios de cultivo, la produccion de
micotoxinas o la produccion de ciertas enzimas. Una forma mas rapida, sencilla
y eficaz de identificacibn de los hongos es el empleo de marcadores
moleculares de ADN. Esta técnica hace uso de la reaccion en cadena de la
ADN polimerasa para amplificar ciertas regiones del genoma del hongo. Los
principales marcadores moleculares de ADN empleados en la identificacion de
hongos son el gen 28S ADNr (subunidad mayor del ribosoma —LSU), 18S ADNr
(subunidad menor del ribosoma —SSU) y los espaciadores transcritos internos
(ITS1 e ITS2) (figura 5). Los fragmentos obtenidos de la amplificacion del ADN
de cada uno de los marcadores difiere en tamafo, para el caso del marcador
de ADN LSU, el fragmento amplificado tiene un tamafio aproximado de 900 pb;
mientras que el marcador SSU proporciona fragmentos de 600 pb y el ITS2 que
es uno de los marcadores mas empleados genera fragmentos de
aproximadamente 400 pb. En la bibliografia se describen varios juegos de
primers para amplificar los distintos marcadores antes mencionados (Tarqui,
2011).

5.85 rDNA {55 rDNA)
S5U rDNA | L5U rDNA \
B W S T
ITS1 ITS2 |

(intergenic s pacer)

Fuente: http://www.melkonian.unikoeln.de/research phylogeny about.htm (29-07-2015)

Figura 5. Arreglo de los genes ribosomales en el genoma nuclear de los
1

hongos. Normalmente los genes estan dispuestos en repeticiones en tandem
en el ADN genomico de los hongos, este esquema representa una unidad de
repeticion. SSU rDNA corresponde al gen 18S, LSU rDNA corresponde al gen

28S e ITS corresponde a los espaciadores de los transcritos ribosomales.

! Repeticion en tandem. Algunos genes forman enormes agrupamientos que tiene numerosas
copias adyacentes (Lewin, 1994).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente en nuestra sociedad estamos observando el incremento de un
namero considerable de padecimientos que afectan de manera importante a
nuestra poblacion, entre estos padecimientos se encuentra el cancer, la
diabetes, la hipertension, obesidad y enfermedades cardiacas (Cordova-
Villalobos et al; 2008). Aunque existen farmacos para controlar estos
padecimientos, no funcionan para todas las personas, esto debido a las
variantes genéticas y metabdlicas presentes en cada uno de los individuos,
aunado a lo anterior, sabemos que cualquier farmaco que utilicemos tendra
repercusiones secundarias hacia nuestro organismo (Oliva y Taboada, 2006).
Por lo que desde hace muchos afios se ha tratado de buscar nuevas moléculas
terapéuticas que tengan una mayor eficacia en los tratamientos y un bajo
efecto secundario, inicialmente esta busqueda comenzd en las plantas, lo que
ha permitido obtener una cantidad considerable de farmacos provenientes del
conocimiento de las plantas medicinales. El empleo de los hongos como
organismos portadores de compuestos bioactivos es muy reciente, sin
embargo, los estudios se han centrado en un grupo reducido de estos
organismos, los cuales de cierta manera ya estan caracterizados quimica y
farmacologicamente, por lo que es inevitable la busqueda de compuestos con
actividad terapéutica en otros hongos no catalogados como medicinales,

siendo este el caso del hongo Sclerotium rolfsii Sacc.

4. JUSTIFICACION

Se ha calculado que los hongos son de los grupos de organismos mas
numerosos en el planeta. Se estima que hay mas de 1,600,000 especies, por lo
gue su impacto en el ambiente es de gran importancia. En México se ha
determinado que tenemos mas de 200,000 especies, de la cuales se tiene
registro de apenas unas 4,500 de macrohongos y 2,500 de microhongos, lo
gue representa el 3.2%. Se tienen registro que dentro de los microhongos
1,500 son fitopatdogenos, mientras que en el mundo se conocen alrededor de
8,000 especies (Aguirre-Acosta et al; 2014).

Actualmente diversos reportes han demostrado que los hongos sintetizan

diversos metabolitos primarios y secundarios, los cuales presentan actividad
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terapéutica, tales como polisacaridos, heteroglicanos, proteoglicanos,
polisacaropéptidos, glicoproteinas, terpenos, lectinas, antibiéticos, etc.,
(Wasser, 2011). Para el caso de Meéxico el nuamero de documentos
especializados sobre farmacologia de hongos medicinales reportados es
limitado, lo que demuestra la poca exploracion de estos organismos.

Los hongos fitopatégenos han sido estudiados ampliamente en cuanto a las
formas de infeccién de los cultivos, pero poco se ha estudiado de los
metabolitos que producen y que pudieran tener efecto terapéutico. En los
pocos reportes sobre el potencial biomédico de los hongos fitopatégenos, se ha
encontrado que cepas de Fusarium sp. y Sclerotium rolsfii Sacc son capaces
de producir sustancias con actividad antimicribiana. Por lo que creemos que es
altamente probable que la cepa de Sclerotium rolsfii Sacc empleada en este
estudio puede biosintetizar una cantidad importante de metabolitos con

actividad farmacoldgica.

5.- OBJETIVOS

5.1 General
Caracterizar de forma quimica y farmacoldgica el hongo Sclerotium rolfsii Sacc
cultivado en dos distintos medios de cultivo.

5.2 Particulares
Estimar el crecimiento en medio de cultivo sélido agar-dextrosa-papa (PDA) del
hongo Sclerotium rolfsii Sacc.
Identificar mediante métodos moleculares de ADN el hongo estudiado.
Estandarizar las condiciones de cultivo liquido para el hongo Sclerotium rolfsii
Sacc.
Extraer y caracterizar quimicamente los metabolitos a partir del micelio y el
medio de cultivo del hongo Sclerotium rolfsii Sacc, por medio de técnicas
espectrofotométricas y de cromatografia de capa fina.
Determinar el potencial farmacoldgico in vitro del medio de cultivo y del micelio
(extracto de etanol, acetona y acetato de etilo) del hongo Sclerotium rolfsii
Sacc.
Evaluar la toxicidad in vitro en Artemia salina de los extractos etandlicos y de

los caldos de cultivo del hongo Sclerotium rolfsii Sacc.
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefio experimental

La investigacion se disefi6 en tres etapas, en la primera se cultivé el hongo

Sclerotium rolfsii Sacc en medio papa-dextrosa-agar (PDA) para la obtencion

de su ADN vy la posterior identificacion molecular del hongo. Las otras dos

etapas consistieron en cultivar a Sclerotium rolfsii Sacc en dos medios de

cultivo liquido distintos, en medio papa-dextrosa y en extracto de malta, esto

con el objetivo de poder comparar si existian diferencias en el perfil de

metabolitos sintetizados y en el potencial farmacoldgico (figura 6).

—
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Figura 6. Disefio experimental de la investigacion.
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6.2 Obtencién del hongo Sclerotium rolfsii Sacc
La cepa del hongo Sclerotium rolfsii Sacc empleada en el presente estudio fue
proporcionada por el Dr. Marcelo Acosta Ramos del Departamento de

Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo (UACH).

6.3 Cultivo del hongo Sclerotium rolfsii Sacc

6.3.1 Medio sélido papa-dextrosa-agar (PDA)
Para el cultivé de la cepa del hongo Sclerotium rolfsii Sacc en medio PDA, se
pesaron 3.9 g de medio de cultivo para preparar 100 mL, se esterilizé a 121 °C
en la autoclave vertical Yamato® durante 15 minutos. Posteriormente se coloc6
a cada caja de Petri 30 mL de medio de cultivo. Cada una de las cajas fueron
inoculadas con micelio del hongo y puestas en una incubadora Felisa® durante
1 semana a una temperatura de 25 °C. Durante 3 dias se monitoreo el
crecimiento de Sclerotium rolfsii Sacc para conocer su tasa de crecimiento en
medio PDA.

6.3.2 Medio liquido papa-dextrosa (PD)
Se prepar6 9 L de medio de cultivo papa-dextrosa, para ello se pesaron 1,800 g
de papas peladas y troceadas, se colocaron en 500 ml de agua destilada y
fueron calentas hasta ebullicibn en una parrilla de calentamiento Thermo
scientific® durante 20 minutos. Posteriormente, se tom¢é la fraccion liquida y se
le agreg6 90 g de dextrosa, se ajusto el pH a 3 con HCI al 10%. Se vertieron
1,000 ml de medio de cultivo a cada uno de los reactores, mismos que tienen
una capacidad de 3.78 L de volumen total. Los reactores con el medio de
cultivo fueron esterilizados en la autoclave Yamato® durante 15 minutos a 121
°C. Cada uno de los reactores fue inoculado con una caja de micelio de
Sclerotium rolfsii Sacc de 100x15 mm e incubados a temperatura ambiente

durante 1 mes, cada reactor fue oxigenado dos veces al dia durante 1 h.

6.3.3 Medio liquido de extracto de malta
Se elabor6 9 L de medio de cultivo de extracto de malta, para ello se pes6 270
g de extracto de malta y 180 g de sacarosa comercial, disolviéndolos en agua

destilada con agitacion. A continuacion, se ajusto el pH a 3 con HCI al 10%.
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Enseguida los 9 L de medio de cultivo se repartieron en 9 reactores, cada
reactor fue esterilizado en una autoclave Yamato® durante 15 minutos a
121°C. Cada uno de los reactores fue inoculado con una caja de micelio de
Sclerotium rolfsii Sacc de 100x15 mm, posteriormente, fueron incubados a
temperatura ambiente durante 1 mes, oxigenando cada uno de los reactores

dos veces al dia durante 1 h.

6.4 Obtencidn de los extractos del hongo Sclerotium rolfsii Sacc

Se prepararon los extractos del hongo Sclerotium rolfsii Sacc en diferentes
solventes: acetona, acetato de etilo y etanol. Se obtuvo 488 g de micelio
humedo del hongo proveniente de tres reactores. El micelio se separ6 del caldo
de cultivo por filtracion, después fue molido en presencia de 350 ml de cada
uno de los solventes mencionados, a continuacion se dejé en reposo durante
15 dias a temperatura ambiente. Lo mismo se realizé con el micelio cultivado
en el extracto de malta.

Después de transcurrido el tiempo de maceracion, el extracto fue filtrado,
recuperando la parte liquida concerniente al solvente con los metabolitos
arrastrados del micelio. Enseguida, el filtrado fue colocado en un rotovapor R3
Buchi® a presion reducida para separar el solvente de los metabolitos
provenientes del micelio. Estos udltimos fueron utilizados para realizar las
pruebas quimicas e identificar la presencia de: antraquinonas, alcaloides,
taninos, saponinas y cumarinas volétiles; ademas, se evaluo la cantidad de
flavonoides totales, fenoles totales, capacidad antioxidante (DPPH) y toxicidad

in vitro en el modelo de Artemia salina.

6.5 Extraccion de ADN del hongo Sclerotium rolfsii Sacc
Se molio en una licuadora 10 g de micelio humedo del hongo Sclerotium rolfsii
Sacc cultivado en medio liquido papa dextrosa, después se tomé 1 ml de
suspension de micelio molido y fue colocado en un tubo estéril de
microcentrifuga de 2 ml, posteriormente se centrifugd a 5,000 rpm durante 1
minuto. A continuacién, se adicion6 con una pipeta 1 ml buffer de fosfatos

salinos (PBS), se mezclo y centrifug6 de nuevo a 5,000 rpm durante un minuto,
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se desecho el sobrenadante. Por dltimo se agregaron 350 yL de buffer PBS en
el tubo de microcentrifuga y se homogenizo con el vortex.

Para la extraccion de ADN se emple6 el kit AxyPrep Multisource Genomic de la
marca Axygen® (cat AP-MN- MS-GDNA-50), se siguio el protocolo establecido
del proveedor.

Al micelio homogenizado se le agreg6 0.9 yL de Rnasa, mezclando con el
vortex durante 30 s. Enseguida se adicioné 20 uL de proteinasa K y 150 uL de
buffer CL, nuevamente se homogenizé durante 1 minuto con el vortex. A
continuacion, se incubo en el termoblock a 56 °C por 10 minutos.

Al término de la incubacién, se afadieron 350 yL de buffer PD y se mezclo
durante 30 s con el vortex. Posteriormente, se centrifugd durante 10 minutos a
12,000 x g, el sobrenadante fue colocado en una columna de purificacion.
Enseguida, se centrifugd de nuevo durante 1 minuto a 12,000 x g, desechando
el filtrado. Luego se agregd 500 pL de buffer W1 a la columna, centrifugando
nuevamente la columna bajo las condiciones antes mencionadas. El filtrado fue
desechado.

A continuacion, se realizé un segundo lavado de la columna de purificacion, se
adicion6 700 pL de buffer W2, se centrifugé 1 minuto a 12,000 x g y se eliminé
el filtrado. Este paso se repitid dos veces. Posteriormente, la columna sola fue
centrifugada durante 1 minuto a 12,000 x g para eliminar los residuos del buffer
de lavado.

Por ultimo, la columna de purificacion fue pasada a un tubo de 1.5 ml estéril,
enseguida se le aplico 120 uL del buffer de elucion, dejando incubar a
temperatura ambiente por 5 minutos. Después se centrifug6 durante 1 minuto a
12,000 x g, el filtrado contenia el ADN, el cual se almacend a -20 °C hasta su

utilizacion.

6.6 Amplificacion de subunidad mayor del ribosoma (LSU) por la
reaccion en cadena de la ADN polimerasa (PCR)
Para la amplificacion del marcador de ADN LSU del hongo Sclerotium rolfsii
Sacc se realizd una dilucion de 1/100 del ADN extraido para elaborar una
reaccion de 50 ul de volumen final. Para la amplificacién del fragmento de LSU
se emplearon los primer LSU-F: 5"-acc cgc tga act taa gc-3" y LSU-R: 5'-tcc tga

31



ggg aaa ctt cg-3” junto con otros reactivos (ver tabla 1), bajo las condiciones de
temperatura y tiempo del termociclador MaxyGene II® que se muestran a

continuacion (ver tabla 2).

Tabla 1. Reaccidon de PCR para la amplificacion del fragmento del marcador de
ADNr LSU o 28S.

Reactivos Sclerotium rolfsii Control -
dH20 40.7 pl 41.7 pl
Buffer de enzima 10X 5 ul Syl
dNTPs (10mM) 1l Tl
Primer LSU-F (10 uM) 1l 1l
Primer LSU-R (10 pM) 1l 1l
ADN (Dilucién 1/100) T
Enzima Vent pol. (Su/pl) 0.3 pl 0.3pl

Tabla 2. Condiciones de corrida para la amplificacion del marcador molecular

LSU en el termociclador MaxyGen II®.

Etapa Temperatura °C Tiempo.
Desnaturalizacion 95°C 3 min.
inicial
Desnaturalizacion 95°C 30 seg.
Hibridacion 56°C 45seg. | |

ciclos
Polimerizacion °
72°C 60 seq

Polimerizacion final | 72°C 5 min.
Almacenamiento 18°C Indeterminado

El producto obtenido de la amplificacion del marcador molecular LSU fue
corrido en un gel de agarosa al 1% (p/v) con Gelred" y visualizado en un

fotodocumentador MultiDoc de la marca UVP® para su comprobacion.

6.7 Electroforesis en gel de agarosa
Para la visualizacion del ADN extraido y el obtenido del PCR se empleo la

electroforesis en gel de agarosa. La concentracion del gel de agarosa depende
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del tamafno del fragmento de ADN que se requiere separar, como se observa

en la siguiente tabla:

Tabla 3.- Concentraciones de agarosa de acuerdo al tamafio del fragmento de

ADN a separar.

Concentracion de  Tamano de los fragmentos de
Agarosa (%p/v) ADN

0.3 5-60kpb

i 0.5 1-30kpb
0.7 0.8-12kpb
1.0 0.5-10kpb
1.2 0.4-7kpb
1.5 0.2-3kpb
2.0 0.05-2kpb

Fuente: Sierra-Palacios, 2005.

Los geles de agarosa elaborados fueron de 0.8% (p/v) para el andlisis de ADN
proveniente de las extraccion del ADN gendmico de Sclerotium rolfsii Sacc y
2.0 % (p/v) para el productos de PCR del marcador LSU amplificado (tabla 3).
De acuerdo a la concentracion requerida del gel, se peso la cantidad adecuada
de agarosa y se colocé el volumen exacto de TAE 0.5X*> en un matraz
ErlenMeyer. Los componentes colocados en el matraz fueron calentados hasta
punto de ebullicion en un horno de microondas durante 1 minuto,
posteriormente se recuperd el agua evaporada y se agregd 0.3 uL de una
solucion de Gelred (1uL del stock en 6 uL de agua) para la visualizacién del
ADN.

Una vez que la solucion de agarosa alcanzo los 45°C, fue vaciada en la cubeta
de electroforesis Galileo bioscence®. Se incub6 durante 20 minutos a

temperatura ambiente hasta que la agarosa se solidifico.

2 TAE 0.5X: 2.42 g Tris base; 0.57 ml de acido acético y 0.37 g de EDTA aforado con agua
destiladaa 1L . pH 8.0.
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Posteriormente las muestras de ADN fueron preparadas con la adicién de 8 pl
de ADN y 4 pl de buffer de carga 6X°. Cada muestra fue colocada en un pocillo

del gel de agarosa como se muestra en la (figura 7).

Figura 7. Preparacion del gel de agarosa. A. Disolucion de la agarosa por
calentamiento hasta ebullicion. B. Camara de electroforesis. C. Cargado de las

muestras de ADN en el gel de agarosa.

En los geles, la primera muestra cargada fue un marcador de ADN con tamafio
de fragmentos conocido (marcador de tamafo), la electroforesis se corridé con
tampon TAE 0.5X a 85 volts durante 2 hora. Terminada la corrida
electroforética, el gel fue colocado en un fotodocumentador Multi Doc UVP®

para la visualizacion del ADN.

% Buffer de carga 6x: 40% (v/v) glicerol y 0.25% (p/v) orange G.

34



6.8 Analisis de la secuencia de ADN e identificacion molecular

El conocimiento de la secuencia nucleotidica del ADN es la forma de llegar a la
identificacion de un organismo, el producto obtenido por PCR del marcador
molecular LSU, se comprobd en un gel de agarosa, posteriormente la banda de
ADN observada fue purificada con el kit QIAEX 1l Gel Extraction, una vez
purificado el ADN se secuencid en la unidad de secuenciacién del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.

La secuencia obtenida se analiz6 comparandola con secuencias del GenBank
del National Center for Biotechnology Information, la base de secuencias de
ADN europea (ENA/EMBL), la base de secuencias de ADN de Japén (DDBJ) y
con la base especializada en secuencias de ADN de hongos MycoBank. En
cada una de las bases de datos se utilizo el algoritmo Blast, este permitié la
comparacion de nuestra secuencia con las secuencias almacenadas en cada
una de las bases de datos de ADN. El resultado obtenido de la busqueda en
cada una de las bases de datos de ADN nos proporcion0 la identificacion del
hongo (Oliva, 2006).

6.9 Caracterizacion quimica de los extractos de Sclerotium
rolfsii Sacc
6.9.1 Espectro de uv-visible
Para la elaboracién de esta técnica se hizo una dilucién del extracto a 500 ppm,
se colocé 5 mg de extracto etandlico del micelio o del caldo de cultivo de
Sclerotium rolfsii Sacc en 10 ml de etanol. La prueba fue realizada en un
espectrofotémetro Jenway® en un rango de longitud de onda de 190 a 1,100

nm.

6.9.2 Determinacién de antraquinonas
Para esta técnica se realizaron tres repeticiones, se utilizaron 24 placas de
cromatografia en capa fina (silica gel 60, F250) con dimensiones de 1 x 5 cm. En
un extremo de la placa se coloc6 una aplicacién de extracto con ayuda de un
capilar. A continuacion, la placa se colocé en una camara de cromatografia con
una mezcla de 0.125 pL de metanol y 2,375 pL de diclorometano, después de

qgue los solventes cubrieron la matriz de la placa, esta fue puesta bajo luz
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ultravioleta, la aparicion de una coloracion fluorescente marron, rojo o violeta

indico la presencia de antraquinonas (Peralta et al; 2013).

6.9.3 Determinacion de alcaloides
Para determinar la presencia de alcaloides en los diferentes extractos se
utilizaron 24 placas de silica gel 60 F,s0 de 1 x 5 cm, se colocé una aplicaciéon
del extracto con ayuda de un capilar, a continuacién se corrio las placas en una
mezcla de 0.125 pL de metanol y 2375 pL de diclorometano, después de
observar la presencia de antraquinonas, se le aplicé 800 ul del reactivo
Dragendorff a la placa, la presencia de alcaloides se determind por la presencia

de coloracion roja o0 marrdn, se realizaron tres repeticiones (Palomino, 2012).

6.9.4 Determinacion de taninos
Para esta prueba se utilizaron los extractos acetona, acetato de etilo, etanol y
los dos caldos de cultivos, en la prueba se utilizaron 3 tubos de ensayo por
extracto, disolviendo 2 mg del extracto en 10 ml de agua destilada, al primer
tubo se le agreg6é 10 mg de grenetina en polvo; al segundo 10 mg de grenetina
y 100 mg de sal de mesa (NaCl) y al tercero 100 mg sal de mesa (NaCl). La
presencia de color blanquecino en cualquiera de los tubos de ensayo

demuestra la presencia de taninos (Peralta et al., 2013).

6.9.5 Determinacion de saponinas
Para esta determinacion se utilizaron los extractos acetona, acetato de etilo,
etanol y los dos caldos de cultivos. Se tomaron 2 mg de los extracto, mismos
gue se disolvieron en 10 ml de agua destilada, después se agregé 100 mg de
sal de mesa (NaCl), se agitdé fuertemente, la aparicibn de espuma con una
duracion de 60 a 120 segundos indica la presencia de saponinas (Peralta et al.,
2013).

6.9.6 Determinacion de cumarinas volétiles
Para esta prueba se utilizaron los extractos acetona, acetato de etilo, etanol y
los dos caldos de cultivos. Se colocaron 2 mg del extracto y 100 mg sal de

mesa (NaCl) en 10 ml de agua destilada en un tubo de ensayo, luego se colocé
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en la boca del tubo de ensayo un pedazo de papel filtro previamente
humedecido en una solucién de 1 g de hidroxido de sodio (NaOH) en 15 ml de
agua destilada, posteriormente el tubo se puso en bafio Maria a punto de
ebullicion. Después de 3 minutos se retird el papel filtro, se dejé reposar hasta
gue se evaporo toda la humedad, a continuacién se revelo bajo la accion de luz
ultravioleta, la presencia de una coloracion amarillo fluorescente indic6 la

existencia de cumarinas volatiles (Peralta et al., 2013).

6.10 Evaluacién farmacolégica in vitro de los extractos de

Sclerotium rolfsii Sacc
6.10.1 Contenido de flavonoides totales

Se coloc6 de 0.1520 a 0.2499 g de extracto etandlico en 2 ml de metanol al 80
%, de esta solucion se tomé 0.5 ml y se adicion6 2,800 uL de agua destilada,
0.1 ml de acetato de potasio 1 M, 0.1 ml de cloruro de aluminio al 10 % (p/v) y
1.5 ml de metanol, se dejé reposar durante 30 minutos, posteriormente se
midié a una longitud de onda de 415 nm en un espectrofotémetro Jenwey®.
Para la obtencién de los flavonoides del caldo de cultivo se colocaron de
0.3005 a 1.2601 g del medio de cultivo liquido concentrado, el cual se re-
suspendio en 2 ml de metanol al 80 %, de esta solucion se tomo 0.5 ml y se le
adicion6 2,800 uL de agua destilada, 0.1 ml de acetato de potasio 1 M, 0.1 ml
de cloruro de aluminio al 10 % (p/v), 1.5 ml de metanol, se dejé reposar durante
30 minutos, posteriormente se midié a una longitud de onda de 415 nm en un
espectrofotdmetro Jenwey®, esta prueba tubo tres repeticiones. Los resultados
del contenido de flavonoides fueron reportados en ug de quercetina por ml de

extracto del hongo (Parra, 2013).

6.10.2 Contenido de fenoles totales
Para esta prueba se utilizé el reactivo Folin Ciocalteu mediante la técnica de
Singlenton y Rossi (1965). Se coloc6 de 0.020 a 0.0503 g de extracto etandlico
diluido en 2 ml de metanol al 80 %. De esta solucion se tomaron 200 uL y se le
adicion6 1 ml del reactivo de Folin Ciocalteu diluido 1:10 en un tubo de ensayo.
A continuacion, se dejo en reposo durante 1 minuto a temperatura ambiente,
posteriormente se afiadiéo 800 pL de una solucion carbonato anhidrido de sodio
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al 7.5 % (p/v). La reaccion se dejo en reposo durante 1 hora a temperatura
ambiente. La lectura se realiz6 en un espectrofotometro Jenwey® a una
longitud de onda de 715 nm, los valores de densidad Optica estuvieron en un
rango de 0.3 a 0.7.

Para calcular los fenoles totales del caldo de cultivo se utilizaron de 0.0206 a
0.3509 g del medio de cultivo concentrado, mismo que se diluyé en 2 ml de
metanol al 80 % (v/v) en tubo de ensayo, de esta solucion se tomaron 200 pL y
se le adicion6 1 ml del reactivo Folin Ciocalteu diluido 1:10. A continuacion, se
dejé reposar durante 1 minuto a temperatura ambiente, posteriormente se le
anadio 800 uL de la solucion carbonato anhidrido de sodio al 7.5 % (p/v). La
reaccion se dejo en reposo durante 1 hora a temperatura ambiente. La lectura
se realizd en un espectrofotémetro Jenwey® a una longitud de onda de 715 nm,
el rango de la lectura utilizado fue de 0.3 a 0.7 de densidad O6ptica, en esta
prueba se realizaron tres repeticiones. Los resultados del contenido fendlico
fueron expresados como pg de acido galico por ml de extracto del hongo
(Singlenton y Rossi 1965; Parra, 2013).

6.10.3 Capacidad antioxidante DPPH (2,2 difenil-1-
picrilhidrazil)

Para la determinar la capacidad antioxidante del hongo Sclerotium rolfsii Sacc
se utilizé el método descrito por Brand-Williams et al., (1995), empleando el
reactivo DPPH. Se prepard una solucion stock con 12 mg del reactivo DPPH
disuelto en 50 ml de metanol, puesto en un frasco ambar protegido de la luz
con papel aluminio, el frasco se almaceno a 4°C. A partir de esta solucién se
preparé una solucion de trabajo realizando una dilucion 1:5 con metanol, a la
cual se le ajustd la absorbancia a 1.1 a una longitud onda de 515 nm. Esta
ultima solucion fue puesta en un frasco color ambar y protegida de la luz a 4°C.
Para la determinacion del poder antioxidante del hongo Sclerotium rolfsii Sacc,
se coloc6 en un tubo de ensayo 8.5 a 12 uL del extracto etandlico y se ajusto el
volumen a 1,000 pL con solucién diaria de DPPH, luego se dej6é reposar
durante 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se coloco la
reaccion en una celda espectrofotométrica para medir la absorbancia a una
longitud de onda de 515 nm en un espectrofotometro Jenwey®.
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Para el caso del caldo de cultivo concentrado se emple6é de 43 a 250 pL,
ajustando el volumen final a 1000 pL con solucién diaria de DPPH, luego se
dejé reposar durante 30 minutos, por ultimo se midi6é la absorbancia a una
longitud de onda de 515 nm en un espectrofotometro Jenwey®, se realizaron
tres repeticiones.

Los resultados de la determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH se
reportaron como uM de Trolox": por ml de extracto (Parra, 2013).

Para evaluar las actividades farmacoldgicas de fenoles totales, flavonoides
totales y capacidad antioxidante DPPH, se utilizé el software Statgraphics para
realizar las pruebas estadisticas como son: analisis de varianza con dos
factores, comparacion de medias mdultiple de Dunnet y Tukey, analisis de

varianza de Cochran y Bartlett, dichas pruebas mostraron significancia.

6.10.4 Evaluacion de latoxicidad In vitro en Artemia salina
Para este método se peso6 185 mg de quistes de Artemia salina, los quistes se
colocaron en un cristalizador con 500 ml agua potable y oxigenacion durante 1
h, posteriormente se colocaron en una solucion desencapsulante, 0.0277g de
hidroxido de sodio con 1.3 ml de salmuera y 1.26 ml de hipoclorito de sodio,
durante 8 minutos. Los quistes fueron colocados en un cristalizador con 500 ml
de salmuera (19 g de sal de mar en 500 ml de agua destilada) se ajusté el pH a
8, bajo condiciones de temperatura de 28°C, luz y oxigeno durante 24 horas,
situacion que permitié la eclosiono de la mayor parte de las Artemias salinas
(Sorgellos, 1982).
Para esta actividad se utilizaron 60 tubos de ensayo, empleando un control y 2
repeticiones del extracto. En el control solo se colocé 10 ml de salmuera y 10
Artemias salinas por tubo de ensayo, en el los tubos de ensayo con extracto se
probaron 5 distintas concentraciones. Al primer tubo del tratamiento se le
adicion6 2 mg de extracto etandlico de Sclerotium rolfsii Sacc, en 10 ml de
salmuera. A partir del tubo con mayor concentracion se tomaron 200 ul y se
pasaron a un segundo tubo, se mezclé y se repitid esta accién hasta tener 5
concentraciones distintas. Finalmente a cada tubo con extracto etanolico se les
agregd 10 nauplios de Artemia salina y se incubd a temperatura ambiente
durante 24 horas. Se repiti6 el mismo procedimiento para evaluar el extracto
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etandlico de Sclerotium rolsii Sacc cultivado en extracto de malta y los dos
distintos caldos de cultivo, papa-dextrosa y extracto de malta (Anexo E).

La actividad observada en el modelo de Artemia salina se expresé en
porcentaje de concentracion letal (CLsg), es decir, la dosis minima del extracto

gue mata al 50 % de los nauplios de Artemia salina (Palomino, 2012).

7. RESULTADOS
7.1 Obtencién de biomasa

El hongo se cultivd en medio papa-dextrosa-agar (PDA) y se observé un rapido
crecimiento del micelio en un periodo de 72 h, Sclerotium rolfsii Sacc cubrié en
su totalidad la caja de Petri, con una tasa de crecimiento radial de
aproximadamente 24.8 mm por dia, un crecimiento altamente acelerado,
posterior a este tiempo comenzo la formacion de esclerocios (figura 8).

Una vez inoculados los reactores con micelio, el crecimiento del hongo
Sclerotium rolfsii Sacc en la primera semana fue acelerado, posteriormente en
las siguientes semanas el crecimiento fue disminuyendo. Al final del periodo de
incubacion se obtuvieron 159.61 g de micelio humedo de cada reactor. Para la
elaboracion de cada uno de los extractos se empled el micelio proveniente de 3

reactores, alrededor de 478 g (figura 9, tabla 4).

Crecimiento radial de Sclerotium rolfsii Sacc en
medio PDA
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Figura 8. Gréfica del promedio de crecimiento radial del hongo Sclerotium

rolfsii Sacc cultivado en cajas de Petri con medio de cultivo PDA.
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Figura 9. Reactores de cultivo de Sclerotium rolfsii Sacc. Cada reactor

contenia 1 L de medio liquido de papa-dextrosa (PD) o extracto de malta, el

reactor tenia una entrada de aire estéril (A) y una salida de CO; (B).

Tabla 4. Cantidad de micelio obtenido y empleado en la elaboracion de los

extractos de etanol, acetona y acetato de etilo de Sclerotium rolfsii Sacc.

Acetona

Acetato de Etilo

Etanol

507

584

Solventes
usados en la
. Solvente
obtencioén de los Solvente
Peso humedo (g) adicionado al
extracto de recuperado (ml)
i . micelio (ml)
Sclerotium rolfsii
Sacc
Acetona 500 400 50
Acetato de Etilo 423 400 95
Etanol 350 400 50

350

350

300

100
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7.2 Obtencién de ADN
Se empleé 1 mL de una suspension de micelio molido, el cual fue suficiente
para obtener 24 ug de ADN. El ADN extraido fue corrido en un gel de agarosa
al 0.8% (p/v) con buffer TAE 0.5X a un voltaje de 85 volts durante 2 horas
(figura 10). Como podemos observar el ADN extraido presentdé una alta
concentracién y una buena calidad, con un indice de 260/280 de 1.8, (Joumal,
2010), lo que indica una baja contaminacién con proteinas. Ademas, es una
ADN gendmico de alto peso molecular ya que no se observé fragmentacion del

mismo, lo que sirvio para poder realizar las pruebas siguientes con el ADN.

2000 pb
1100 pb

800 pb

100 pb
Figura 10. Electroforesis de ADN en gel de agarosa. Corrimiento electroforético
de ADN gendmico de Sclerotium rolfsii Sacc en un gel al 0.8 % (p/v). (A)
Marcador de tamafio de ADN [3 ul]. (B) ADN gendmico extraido de Sclerotium

rolfsii Sacc [10 pl].

7.3 Amplificacion de LSU por PCR
La amplificacion parcial del gen ribosomal 28S se comprob6é en un gel de
agarosa al 2% (p/v), la amplificacion fue altamente especifica, ya que solo se
observa la amplificacion de una sola banda de 970 pb aproximadamente,
tamafo ideal para una vez obtenida la secuencia nucleotidica de ADN poder

realizar la identificacion molecular del hongo (figura 11).
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1000 pb Fragmento de LSU de 970 pb

900 pb

400 pb

100 pb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR del marcador
molecular LSU. Andlisis electroforético en agarosa al 2 % (p/v) del producto de
PCR del gen 28S de la subunidad mayor del ribosoma de Sclerotium rolfsii

Sacc. (A) Marcador de tamafio de ADN [3 ul]l. (B) Fragmento amplificado de
LSU [8 pl].

7.4 Identificacion molecular del hongo Sclerotium rolfsii

El producto de PCR de la amplificacion parcial del gen 28S o LSU fue
purificado con el kit Qiaex II® y enviado a la Unidad de Secuenciacion del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM. La secuencia nucleotidica obtenida tuvo
816 pb (figura 12). Dicha secuencia fue empleada para realizar la busqueda en
las distintas bases de datos de ADN: GenBank, ENA-EMBL, DDBJ y
MycoBank, los resultados indicaron una similitud del 98% de la secuencia
obtenida con las reportadas en las distintas bases de datos de ADN. Con
valores E de 0.0 a 1e-395 con la secuencia numero JN543692 correspondiente
a un Sclerotium rolfsii Sacc. Con los datos mencionados no existe duda que el
hongo que se empled en este estudio es Sclerotium rolfsii Sacc (figura 12 y
tabla 5).
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AATCTGGTAGTCTCTGGCTGCCCGAGTTGTAATCTGGAGAAGTGTTTTC]
GTGCTGGGCCGTGTAAAGTCTCTTGGAATAGAGCGTCATAGAGGGTGA(C
AATCCCGTCTTTGACACGGACATCCAGTGCTCTGTGATGCACTCTCAAA(C
AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTA
AAGCTAAATATTGGCAAGAGTCCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGA
AAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCTAGCAAGGATCAGCCCTTCTC
GGAGGGTGTATTTCTTGCTCGACGGGTCAACATCAATTTTGACTACTGGA
AAAAGGCCAGGGGAAGGTGGCACCTTCGGGTGTGTTATAGCCTTTGGT(
ATATACAGTAGTTGGGATTGAGGAATTCAGCATGCCTTCATGACTGGGG]
TCGCCCACATTCATGCTCAGGATGTTGGCATAATGGCTTTAAGCGACCC
TCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACAAACCTGCGAGTGTGTGGGTG
TAAAAACTCGAGCGCATAATGACAGTGAAAGTTGAGACCCTCCTAAGGG
CATCGACGCCCGGACCAGACCTTTTGTGACGGATCTGCGGTAGAGCAT(
TATGTTGGGACACGAAAGATGGTGAACTATGCGTGAGTAGGGTGAAGCAC
AGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGATTCTGACAAGCAAATCGAT
CGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGGG

Figura 12. Secuencia parcial del gen 28S o LSU de Sclerotium rolfsii Sacc. Secuencia nucleotidica del gen 28S de Sclerotium
rolfsii Sacc obtenida con secuenciacion capilar en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Bases nitrogenadas: adenina (A),

guanina (G), citosina (C) y timina (T).
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Tabla 5. Porcentajes de similitud de la secuencia nucleotidica de ADN de LSU del hongo Sclerotium rolfsii Sacc y su valor E

Hongo Base de datos Base de datos Base de datos ENA- | Cddigo dela
NCBI DDBJ EMBL secuencia
utilizada
para realizar
la
comparacio
n
% de Valor E? % de Valor E % de Valor E
similitud* similitud* similitud*
Sclerotium rolfsii 98 le-395 98 0.0 98 0.0 JN543692

(*) Con secuencias almacenadas en cada una de la bases de datos empleadas. (a) Valor que indica que la busqueda de la
secuencia en la base de datos con mayor similitud a la secuencia problema se realizé de forma aleatoria, entre mas pequefio es el
secuencias.

valor

e, mayor

similitud

estadistica

existe

entre

las

45



7.5 Caracterizacion quimica de los extractos
7.5.1 Espectro uv-visible
El crecimiento de Sclerotium rolfsii Sacc en dos medios de cultivo mostro
diferencias a nivel de la concentracion de metabolitos. El caldo de cultivo del
extracto de malta report6 una mayor concentracion de metabolitos en
comparacioén con el caldo de cultivo de papa-dextrosa. Los perfiles analizados
son similares, sin embargo en el caldo de extracto de malta se observa un pico
muy pronunciado a 350 nm (figura 13A), mientras que en el caldo de cultivo
papa-dextrosa los compuestos en mayor concentracion absorben a 320 nm. En
el caso de los extractos, la mayor concentracién de metabolitos se observé en
el extracto etandlico del micelio crecido en el medio de cultivo papa-dextrosa,
observandose dos picos claramente uno a 230 y otro a 300 nm, aunque los dos
perfiles tienen la misma tendencia (figura 13B). Parece suceder que Sclerotium
rolfsii Sacc tiene una mayor capacidad secretora de metabolitos en el medio de
cultivo extracto de malta, mientras que en el medio papa-dextrosa el hongo

mantiene los metabolitos en el interior del micelio.
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Figura 13 A. Espectro de uv-vis de los caldos de cultivo del hongo Sclerotium
rolfsii Sacc. Los perfiles de ambos caldos de cultivos son similares, sin
embargo en el extracto de malta se observa una mayor concentracion de

metabolitos.

46



0.35 q

0.3

0.25 1 I Micelio Papa
Dextrosa

0.15 - Micelio Extracto
en Malta
0.1

Absorbhancia

0.05 4

1590 380 570 760 950
-0.05 A

01 Longitud de onda (nm)

Figura 13 B. Espectro de uv-vis de los extractos etanodlicos del hongo
Sclerotium rolfsii Sacc. Extractos del micelio de Sclerotium rolfsii Sacc cultivado
en dos distintos medios de cultivo, la mayor concentracién de metabolitos se

observa en el micelio crecido en medio de cultivo papa-dextrosa.

7.5.2 Evaluacion quimica cualitativa
Los datos obtenidos del extracto del hongo Sclerotium rolfsii Sacc en medio de
cultivo papa-dextrosa mostraron lo siguiente (ver tabla 6). En los extractos de
acetona y acetato de etilo se presentd una baja concentracién de
antraquinonas, mientras que en el extracto de acetato de etilo se encontré una
moderada presencia de alcaloides, ambos compuestos encontrados tienen una

polaridad intermedia.

Tabla 6. Resultado de las pruebas cualitativas de los grupos quimicos
funcionales obtenidas del micelio de Sclerotium rolfsii Sacc cultivado en medio
papa-dextrosa

Extracto AntraquinonasjAlcaloides[TaninosisaponinasCumarinas

volétiles
Etanol - - - - B
Acetona + = - - -
Acetato de etilo + ++ - - -
Caldo de cultivo - - - - -
PD

Escala cualitativa: (-) No se observd Presencia, (+) escasa, (++) moderada, (+++) abundante.
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Los resultados obtenidos del hongo Sclerotium rolfsii Sacc cultivado en extracto
en malta, mostraron lo siguiente (ver tabla 7). El extracto de acetona y el medio
de cultivo de extracto de malta presentaron escasa presencia de antraquinonas
de polaridad intermedia. Con lo que respecta a los alcaloides y antraquinonas,
estos solo fueron encontrados de forma abundante en el extracto de acetato de
etilo, lo que indica que dichos alcaloides presentan una polaridad intermedia.
La diferencia en las evaluaciones quimicas cualitativas mostr6é que el medio de
cultivo de extracto en malta permitié una mayor produccién de metabolitos por
parte de Sclerotium rolfsii Sacc en comparacion con el medio de cultivo papa-

dextrosa.

Tabla 7. Resultado de las pruebas cualitativas de los grupos quimicos

funcionales del micelio del Sclerotium rolfsii Sacc cultivado en medio extracto

de malta.

Extracto Antraquinonas|Alcaloides|TaninosSaponinasCumarinas
volatiles

Etanol - - - - -

Acetona + - - - -

Acetato etilo +++ +++ - - -

Caldo de cultivo

extracto de malta * . ] _ ]

Escala cualitativa: (-) No se observé presencia, (+) escasa, (++) moderada, (+++) abundante.

7.6 Evaluacion farmacologica
7.6.1 Determinacion de fenoles totales
La evaluacion farmacolégica se realizO con el extracto etanolico por su
polaridad similar a la del agua. Esto con el objetivo de que normalmente en la
vida cotidiana se utilizan extractos acuosos como tratamiento para los
padecimientos médicos (Barthelemy, 2013). También se evalud el caldo de
cultivo con la finalidad de analizar los compuestos fenolicos y antioxidantes que
el hongo Sclerotium rolfsii Sacc puede excretar al medio de cultivo. En este
primer estudio realizado con Sclerotium rolfsii Sacc se pretendio realizar una

evaluacion farmacoldgica de acercamiento, para que en estudios posteriores se
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realice la busqueda e identificacion de compuestos fendlicos y antioxidantes
gue puedan ser empleados en animales o humanos.

En primer lugar se obtuvo el modelo de regresion lineal simple (RLS) de la
curva patron con acido galico, para determinar la concentracion de fenoles

totales, el cual fue el siguiente:

[Fenoles totales (ug/mL)]= [Absorbancia-0.0126]/0.0354

Dicho modelo fue adecuado para explicar la concentracion de fenoles totales,
ya que el coeficiente de correlacién de Pearson (r=0.9994), el coeficiente de
determinacién (R?*= 0.9988) y del ANDEVA se obtuvo una F= 11300*, siendo
significativos (a=0.05), todos los andlisis estadisticos fueron elaborados con el
software Statgraphics.

Se obtuvieron entonces las concentraciones de fenoles totales por tratamiento
con el modelo de RLS y se determiné que existe diferencia estadistica
significativa (F= 12.61*; a=0.05) entre ellos. Se observé que el promedio de
fenoles totales en el caldo de cultivo de malta y el extracto etandlico del micelio
cultivado en el mismo medio de cultivo fue menor que los otros tratamientos.
De acuerdo a la prueba de comparacion de medias mdltiple de Tukey, la
cantidad promedio de fenoles totales en el caldo de cultivo papa-dextrosa del
hongo Sclerotium rolfsii Sacc fue mayor que el extracto etandlico del micelio
cultivado en el mismo medio de cultivo. Por otro lado, los valores de fenoles
totales en el extracto etandlico del micelio cultivado en el medio extracto de
malta fueron mas altos que los del caldo de cultivo (ver tabla 8). Los resultados
se expresaron en miligramos equivalentes de &cido galico por mililitro de

extracto (mg EAG/ml).

7.6.2. Determinacién de flavonoides totales en Sclerotium
rolfsii Sacc
Inicialmente se elabor6 el modelo de regresion lineal simple (RLS) de la curva
patrén con quercetina para determinar la concentracion de flavonoides totales,
el cual fue el siguiente:
[Flavonoides totales (mg/ml)]= [Absorbancia-0.0126]/0.0063
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Dicho modelo fue adecuado para explicar la concentracion de flavonoides
totales, ya que el coeficiente de correlacion de Pearson (r=0.9972), el
coeficiente de determinacion (R?= 0.9944) y del ANDEVA se obtuvo una F=
2848*, siendo significativos (0=0.05). Se obtuvieron entonces las
concentraciones de flavonoides totales por tratamiento con el modelo de RLS y
se determind que existieron diferencias estadisticas significativas (F= 5.27%;
0a=0.05) entre ellos. En el caldo de cultivo papa-dextrosa no se detectaron
flavonoides. De acuerdo a la prueba de comparacién de medias multiple de
Tukey, se observé que el promedio de flavonoides totales en el extracto
etandlico del micelio del hongo Sclerotium rolfsii Sacc cultivado en extracto de
malta fue menor que el obtenido en el caldo de cultivo, entretanto el extracto
etandlico de micelio crecido en el medio de cultivo papa-dextrosa fue
intermedio con respecto a los dos tratamientos anteriores (ver tabla 8). Los
resultados fueron reportados como miligramos equivalentes de quercetina por

mililitro de extracto (mg EQ/ml de extracto).

7.6.3. Determinacion de la capacidad antioxidante DPPH en
Sclerotium rolfsii Sacc
La concentracion de los compuestos que tienen capacidad antioxidante, se
obtuvo a través de la curva patréon de DPPH, por medio del siguiente modelo de
RLS:

[DPPH uM/ml]= [absorbancia-1.0552]/-0.0011

Dicho modelo fue adecuado para explicar la concentracion del poder
antioxidante, ya que el coeficiente de correlacion de Pearson (r= -0.987), el
coeficiente de determinacién (R?= 0.975) y el ANDEVA se obtuvo una F= 623%,
siendo significativos (a=0.05). Se obtuvo las concentraciones de equivalentes
de Trolox*® por tratamiento con el modelo de RLS y se determindé que no
existieron diferencias estadisticas significativas (F= 0.59 NS; a=0.05) entre

ellos (ver tabla 8). Los datos obtenidos del analisis fueron comunicados en
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micromoles equivalentes de Trolox"® por mililitro de extracto (umol ET/ml de
extracto).

En todos los andlisis se realiz6 la prueba de homogeneidad de varianzas de
Cochran y Bartlett, encontrando que no habia significancia (o«c= 0.05), es decir,

las varianzas entre los tratamientos fueron homogéneas.

Tabla 8. Resultados de la evaluacion del contenido de fenoles totales,
flavonoides totales y capacidad antioxidante DPPH en Sclerotium rolfsii Sacc.
Se presentan las comparaciones de medias mdultiples de Tukey de los
metabolitos obtenidos del medio de cultivo y del extracto del hongo Sclerotium
rolfsii Sacc, ademas se proporciona el error estandar (EE) y el coeficiente de

variacion (CV).

Tratamiento*  (n) X EE CV (%)

Fenoles totales
(mg EAG/mI extracto)

CMALTA 3 0.064 @ 0.005 13.97
EEMALTA 3 0.068 2 0.002 5.45
EEPD 3 0.078 @ 0.002 8.62
CPD 3 0.092° 0.004 3.98

Flavonoides totales

(mg EQ/mIl de extracto)
EEMALTA 3 0.183% 0.006 5.8
EEPD 3 0.187 ® 0.001 2.3
CMALTA 3 02" 0.001 1

DPPH

(uM ET/ml de extracto)
CMALTA 3 3022 27.086 15.5
EEMALTA 3 325.94 2 7.888 4.2
EEPD 3 351.70 2 44 997 15.5
CPD 3 318.70 2 1.574 0.9

*Extracto etanolico de papa-dextrosa (EEPD), caldo de cultivo papa-dextrosa (CPD), extracto etandlico de extracto de
malta (EEMALTA), caldo de cultivo extracto de malta (CMALTA). a y b marcan los tratamientos que presentan

diferencia estadistica dentro de un mismo grupo de andlisis.
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7.6.4. Determinacion de la toxicidad In vitro en el modelo de
Artemia salina

La toxicidad de los extractos metanolicos y los caldos de cultivo de Sclerotium
rolfsii Sacc fueron evaluados con nauplios de Artemia salina, ninguno de los
extractos analizados alcanzo a eliminar el 50% de la poblacion de artemias, por
lo que no fue posible calcular la concentraciéon letal CLso (dosis minima del
extracto que mata al 50% de los nauplios de Artemia salina) con el programa
Sigma Plot. La actividad toxica de los caldos de cultivo y de los extractos
etandlicos del micelio de Scleortium rolfsii Sacc cultivado en medio PD y
extracto de malta proporcionaron una concentracion de letalidad LCso por arriba
de 500 ppm, con una sobrevivencia minima superior al 80% de los nauplios, lo

gue demuestra que los extractos evaluados no son toxicos (figura 14).

Extracto etanolico Sclerotium rolfsii Extracto etanolico Sclerotium rolfsii
cultivado en medio papa dextrosa cultivado en medio extracto de malta
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Figura 14.Graficas del comportamiento de la toxicidad de los extractos y caldos

de cultivo de Sclerotium rolfsii Sacc en el modelo in vitro de Artemia salina.
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8. DISCUSION

La secuencia nucleotidica obtenida de la subunidad mayor del ribosoma (LSU)
coincide con secuencias utilizadas en la identificacion de Sclerotium rolfsii Sacc
en otros estudios (Xu et al; 2010).

De acuerdo a los resultados obtenidos en la caracterizacion quimica cualitativa,
la presencia de alcaloides ha sido reportada en otros hongos como Alternaria
sp., Fusarium sp., Schizophyllum sp., Psolocybe azures, Penicillium oxalicum,
Fennellia nivea, entre otros, por lo que los datos obtenidos de Sclerotium rolfsii
Sacc coinciden con los de otras investigaciones (Li et al. 2015; Panaccione et
al. 2014; Wasser, 2011; Yadav et al. 2014). La presencia de antraquinonas se
ha reportado escasamente en el caso de hongos, sin embargo, Li et al., (2015),
encontraron estos compuestos en géneros como Alternaria sp., Trametes sp.,
Fusarium sp. y Schizophyllum sp., por lo que los resultados producidos en
Sclerotium rolfsii Sacc presentan una directriz positiva.

La determinacion de fenoles totales en hongos presenta pocos reportes, en
Sclerotium sp. no se encontré0 ningun reporte de estos compuestos, pero
realizando la comparacion con otros hongos se observé que los valores
obtenidos en esta investigacion son inferiores a los reportados en otros
trabajos, ya que realizando los calculos pertinentes para obtener la cantidad de
fenoles totales en un gramo de extracto (mg acido galico/g de extracto), como
lo reportan algunos autores, Sclerotium rolfsii Sacc sintetiz6 en el micelio
crecido en el medio de cultivo papa-dextrosa alrededor de 0.0696 mg/g y
secretd al caldo de cultivo 0.095 mg/g; mientras que en el medio de cultivo
extracto de malta el micelio proporcioné 0.0696 mg/g y 0.046 mg/g en el caldo
de cultivo. Li et al; (2015), documentaron valores de fenoles totales en
Alternaria alternata (20.53+0.08 mg/g); Fusarium proliferatum (21.75+0.11
mg/g); Trametes hirsuta (11.21+0.25 mg/g) y Schizophyllum commune
(12.96+0.18). Por otro lado Nagaraj et al; (2014), reportaron 0.071+0.02 mg/g
para el cuerpo fructifero o carpoforo del hongo Ganoderma applanatum,
mientras Arora y Chandra, (2011), encontraron de 13.05 a 16.74 mg/ml de
fenoles totales en el caldo de cultivo de Aspergillus sp.

En el caso de los flavonoides totales, también se realizaron ajuste a nuestros

datos para presentarlos como mg de quercetina por g de extracto, Sclerotium
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rolfsii Sacc proporciond 0.93 mg/g para el micelio crecido en medio papa-
dextrosa y no se detectaron flavonoides en el caldo de cultivo, entretanto para
el medio extracto de malta se obtuvieron 0.925 mg/g en el micelio y 0.995 mg/g
en el caldo de cultivo. Dichos datos podriamos considerarlos bajos en
comparaciéon con otros hongos estudiados, por ejemplo Fusarium proliferatum
es capaz de sintetizar 8.27+0.12 mg/g, Alternaria alternata 7.36+0.09 mg/g,
Schizophyllum commune 5.62+0.15 y Trametes hirsuta 4.56+0.08 mg/g (Li et
al. 2015).

La capacidad antioxidante determinada con DPPH presento valores inferiores a
los reportados en otros hongos, ya que en Sclerotium rolfsii Sacc se obtuvieron
valores de 0.281 mmol ET/g y 0.314 mmol ET/g para el extracto del micelio
crecido en medio extracto de malta y papa-dextrosa, respectivamente. Mientras
gue en el caldo de extracto de malta se consiguié 0.217 mmol ET/g y 0.332
mmol ET/g en el caldo de papa-dextrosa. Entretanto Chig-Yu, (2013); al
estudiar distintos hongos comestibles y medicinales encontro valores de 8.46;
7.3; 7.15; 0.24; 0.02 mmol ET/g para Volvariella volvacea; Cordyceps militaris;
Agaricus bisporus; Ganoderma lucidum y Wolfiporia extensa, respectivamente.
De la misma manera Yap et al; (2013; 2014), hall6 en Lignosus rhinocerotis y L.
trigis valores de 1.12 y 2.53 mmol ET/g de extracto, individualmente.

La toxicidad de los extractados evaluados de Sclerotium rolfsii Sacc,
proporcion6é en cada uno de los extractos valores de Clso por arriba de 500
ug/ml que coincide con una baja toxicidad observada por Ruiz (2014), en
ciertos hongos estudiados, como Scleroderma texense (ClLso 2,552.88 pg/ml),
Cantharellus cibarius (CLsp 1,586.63 ug/mL), Cortinarius caerulescens (ClLs
1,397.17 yg/mL) y Ramaria holorubella (CLso 757.37 pg/mL).

Aungue los valores de fenoles totales, flavonoides totales y capacidad
antioxidante no son especialmente altos en relacion a otros organismos del
mismo reino, es importante continuar con el ensayo de otras pruebas
farmacolégicas como citotoxicidad, inflamacién, proliferacion celular,
hipoglucemia, etc., esto con el fin de caracterizar de mejor forma la actividad

terapéutica de Sclerotium rolfsii Sacc.

54



9. CONCLUSION
1. Se observo que el mejor crecimiento de Sclerotium rolfsii Sacc fue en el
medio de cultivo extracto de malta, siendo en este Ultimo donde se reporto la

mayor concentracion de alcaloides, antraquinonas y flavonoides.

2. La secuencia nucleotidica de ADN de la region LSU de Sclerotium rolfsii

Sacc es ideal para la identificacion molecular de este hongo.

3. La cepa de Sclerotium rolfsii Sacc utilizada en el presente estudio tiene la
capacidad de sintetizar alcaloides, antraquinonas, fenoles y flavonoides,

algunos de estos ultimos con capacidad antioxidante.

4. La toxicidad del micelio de Sclerotium rolfsii Sacc es sumamente baja, al

igual que el medio de cultivo donde crece este hongo.

10. PERSPECTIVAS EXPERIMENTALES

a. Optimizar el proceso de extraccion de metabolitos de Sclerotium rolfsii Sacc
empleando fluidos presurizados o supercriticos con el objetivo de utilizar menor
cantidad de muestra y obtener una mayor concentracion de metabolitos en los

extractos.

b. Realizar la purificacion e identificacion de los alcaloides y antraquinonas

secretados por Sclerotium rolfsii Sacc.

c. Evaluar farmacolégicamente los extractos de Sclerotium rolfsii Sacc en

modelos animales.
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11 PERSPECTIVA DEL TRABAJO DE INVESTIGACION EN LA
PROMOCION DE LA SALUD

La promocion de la salud surgié como una respuesta a la necesidad de buscar
un nuevo acercamiento a los multiples problemas de salud que exigen solucion
en el planeta.

De acuerdo con la carta de Otawa, Canada de 1986, la promocion de la salud
requiere un proceso para capacitar a las personas con el objetivo de que
aumenten el control sobre su salud y para que la mejoren. Con la finalidad de
alcanzar un estado adecuado de bienestar fisico, mental y social.

Los factores politicos, econdmicos, sociales, culturales, ambientales y
bioldgicos pueden favorecer la salud, siendo esta ultima la fuente de desarrollo
personal, econdmico y social. La intervencién de la promocion de la salud
abarca desde los gobiernos, sectores sanitarios, sectores sociales vy
economicos, por lo que las estrategias y programas de la promocion de la salud
estan elaboradas bajo el respeto cultural de las diferentes poblaciones ya que
cada uno de ellos mantiene su propio sistema econdémico y politico.

Ademas, la promocion de la salud tiene como objetivo rescatar los saberes de
las personas, como el uso de ciertas plantas para curar enfermedades, debido
a que son una fuente de compuestos quimicos o metabolitos con actividad
farmacoldgica. Razén por la cual es importante elaborar investigaciones que
permitan conocer los compuestos quimicos con actividad terapéutica de los
organismos que forman parte del medio ambiente. La informacién generada
pudiera permitir desarrollar estrategias de uso médico de los recursos naturales
estudiados, situacién que permite la conservacién de ciertas especies de
organismos Y la disminucion del impacto ambiental en las comunidades o en el
planeta.

El presente trabajo brinda un primer acercamiento sobre la importancia
farmacoldgica de un recurso natural (Sclerotium rolfsii Sacc) que abre las
perspectivas para incrementar su estudio y poder llegar en algin momento a
ser utilizado como una fuente de farmacos, que permitan el bienestar de las

personas.
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13. ANEXOS

Anexo A. Reactivos, materiales y equipo

1. Reactivos

Reactivo Marca
Hidréxido de sodio Técnica Quimica
Agar Dextrosa y Papa (PDA) BD Bioxon
Agarosa LE Analitica grade Promega
Buffer de fosfatos salinos Sigma
Buffer de referencia de pH Sigma
Carbonato anhidrido de sodio JB Beiker
Metanol industrial HPLC Quimica
Cloruro de aluminio JB Beiker
Acetato de potasio Sigma
Dextrosa Meyer
DPPH Sigma
Dragendorff Sigma
Extracto de malta AMRESCO
Folin-Ciocalteu Sigma
Gel red Biotium
Grenetina comercial Soriana
Sal de mar Gal acuarium
Sal de mesa Lafina
Acetona industrial HPLC Quimica
Etanol industrial HPLC Quimica
Acetato de etilo HPLC Quimica
TAE 50X Biorad
TLC silica gel 60 F254 Merck
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2. Materiales

Material Marca
Agitador magnético cl;;zﬁ?ecdoor
Algodon Soriana
Cajas Petri desechables (100x 15) Zg)n\ﬁciecdoor
Capilar de vidrio Ppernse
Celda de espectrofotdmetro Brand
Charolas de polietileno Corning
Papel filtro (I?iréon\{[?ﬂe;door
Cristalizador 150 x 75 Kimax
Espétula Corning
Frascos ambar de vidrio America
Gradillas de plastico Axygen
Guantes de latex P_rovgt_edor
cientifico
Multi-source genomic DNA Kit @&geﬁgé
Manguera flexible Corning
Matraz de vidriode 205 mlalL Kimax
Mortero Brand
Papel aluminio Reynolds Wrap
Paraflim M Pechiney
Perlas de vidrio Pyrex
Piceta Brand
Pinzas para tubo de ensayo Pyrex
Tubos falcon Axygen
Tubos de microcentrifuga 0.5, 1.5 2 ml Neptune
Tubos de PCR Neptune
Micropipetas P2, P20, P1000 RAININ Mabnet
Probeta graduada de 10 mlalL Corning
Frasco de vidrio America
TermOmetro 100 T° Brannan
Tubos de ensayo Pyrex
Vaso precipitadode 250 mla 1L kimax
Viales de 15 ml America
Papa blanca natural Soriana

Quistes de artemia

eclosion azul
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3. Equipo

Equipo Marca
Auto calve vertical Yamato SM200
Rotovapor R3 BUCHI
Bafio ultrasonico 5.7 Lab. Companion Jeiotech
Bascula analitica Adventurer OAAVS
Bascula Camry
Bomba de aire Elite
Vortex Lab-net
Camara de electroforesis Galileo Biocience
Campada de extraccion VECO
Campana flujo laminar VECO
Minicentrifuga Lab-net
Congelador 20.6 FT3 de -12 a -20 Sanyo
Incubadora Felisa
Espectrofotometro 6705 uv/ Jenwey
Fuete de poder para electroforesis Lab net
Horno de microondas Mabe
Lampara UVM-57 ENTELA
Licuadora American
Microcentrifuga Thermo

Parrilla de agitacion

Thermo scientific

Potenciometro

OAKTOWph/mv/°c metre

Refrigerador Mabe
Fotodocumentador Multi Doc UVP
Thermoblok mcr brybath
Termociclador Axygen
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Anexo B. Calculos de fenoles totales

[. Curvapatron

14

1,2

0,8

0,6

Absorbancia

0,4

0,2

Curva patrén Acido galico

5 10

15

20

y=0,0354x+0,0126 o

R?=0,9995...""

25 30

Ac. gélico (ug/mL)

35

40

Conc. A. Gélico

(ug/mL) Absorbancia Promedio
0 0 0 0 0
8,56 0,362 0,31 0,319 0,330
17,12 0,623 0,622 0,619 0,621
25,68 0,927 0,924 0,934 0,928
34.24 1,217 1,229 1,208 1,218

Conc. Gélico (ug/mL)

Promedio Abs

0 0
8,56 0,330
17,12 0,621
25,68 0,928
34,24 1,218

Il. Fenoles del extracto etan6lico de Sclerotium rolfsii Sacc cultivado
en medio papa-dextrosa

Mg A.G.
presente |\Mg A.G. | promedio: 0.079
enlml |presente
en 200 |de en 1 mlde
Abs x= (y-b)/a | L extracto | extracto
0.582 16.08 16.08 80.4 0.080 | Desvest : 0.048
0.517 14.45 14.25 71.25 0.071|Cv: 8.62
0.611 16.90 16.90 84.5 0.085
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lll. Fenoles del caldo de cultivo papa-dextrosa de Sclerotium rolfsii

Sacc
Mg A.G.
presente | Mg A.G.
en1lml |presente |Promedio: 0.093
en 200 |de en 1 mlde
Abs x= (y-b)/a | L extracto | extracto Desvest: 0.026
0.656 18.18 18.18 90.90 0.0909
0.655 18.15 18.15 90.75 0.09075
0.701 19.45 19.45 97.25 0.09725 Cv: 3.98

Fenoles del extracto etandlico Sclerotium rolfsii Sacc
cultivado en medio extracto de malta

Promedio: 0.069

Desvest: 0.027

Hg A.G.

presente | Mg A.G.

enlml |presente

en 200 |de en 1 mlde

Abs x= (y-b)/a | yL extracto | extracto
0.516 14.22 14.22 71.1 0.071
0.469 12.89 12.89 64.45 0.064
0.514 14.46 14.46 70.8 0.071

Cv: 5.45

V. Fenoles del caldo de cultivo extracto de malta de Sclerotium rolfsii

Sacc
Hng A.G.
presente | Mg A.G.
en1ml presente Promedio: 0.064
en 200 |de en 1 mlde
Abs x= (y-b)/a | yL extracto | extracto Desvest: 0.064
0.529 14.59 14.59 72.95 0.073
0.469 12.89 12.89 64.45 0.064
0.402 11.0 11 55 0.055 Cv: 13.97
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Anexo C. Calculos de Flavonoides totales

[. Curvapatron
Curva patron quercetina
0.700
0.600 +
u'-:1 0.500 < y=0006x+ 0012
— v
Euﬂ.ﬂﬂﬂ | R*=0199&
(W]
5
©0.300
o
70.200
L=
0.100 <
0.000 T T T T T |
(0] 20 40 &0 80 100 120
pefmL quercetina
Querc (pg/mL) Absorbancia
10 0.056 0.07 0.076
20 0.133 0.138 0.149
40 0.267 0.27 0.268
a0 0.379 0.385 0.391
g0 0.534 0.528 0.544
100 0.604 0.649 0.6138

Il. Flavonoides del extracto etandlico Sclerotium rolfsii Sacc cultivado
en medio papa-dextrosa

M9 _
quercetina | mg quercetina | Promedio
presente en | present. 0.187
X fact. de dil. | 1 mL en1mL Cv:
Abs X=(Y-b)/a |(en 500 pL) |extracto extracto 2.330%
0.606 94.6 94.4 188.7646 0.189
0.609 95.1 94.9 189.71599 10.190 Desviacion
0.584 91.1 90.9 181.78774 0.182 0.0043589
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Ill. Flavonoides del extracto etanélico Sclerotium rolfsii Sacc cultivado
en medio extracto de malta

mg
. quercetina Promedio
Mg quercetina present.
X= (Y- X fact. de dil. | present. en 1 mL en1lmL 0.183
Abs b)/a (en 500 pL) |extrac. extracto Cv: 5.783%
0.612 95.6 95.3 190.66738 0.191
0.601 93.8 93.6 187.17895 0.187 Desviacion
0.551 85.9 85.7 171.32245 0.171 0.01058301

IV. Flavonoides del caldo de cultivo extracto de malta de Sclerotium

rolfsii Sacc
mg .
Hg quercetina | Promedio
quercetina present.
Abs X fact. de dil. |present.enl1l| enlmL 0.2
X=(Y-b)/a | (en 500 puL) mL extrac. extracto Cv: 1.0%
0.647 101.2 100.9 201.76693 0.202
0.64 100.0 99.8 199.54702 0.200 Desviacion
0.636 99.4 99.1 198.2785 0.198 0.002
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Anexo D. Célculos de la capacidad antioxidante (DPPH) en dos distintos

medios de cultivo

[. Curvapatron

1,20

1,00

Abs (515 nmm)
L=l o o
= (=) [9.2]
= = =

o
]
(=

0,00

Curva trolox promedios

.
g y =-0,0011x+1,0552
R? =0,9945
100 200 300 400 500
Concentracién trolox (pM)
UM trolox Abs
0 1.056 1.055 1.045
100 0.974 0.94 0.944
200 0.848 0.815 0.803
300 0.784 0.758 0.715
400 0.645 0.598 0.563
500 0.568 0.493 0.474

Sacc cultivado en medio papa-dextrosa

600

Capacidad antioxidante del extracto etanélico de Sclerotium rolfsii

Promedio |Desvest
Abs de trolox
X=(Y-B)/a uM/ml
0.623 0.4322 392.91 0.087
0.613 0.4422 402.00
0.769 0.2862 260.18 351.70
[ll. Capacidad antioxidante del caldo de cultivo papa-dextrosa de
Sclerotium rolfsii Sacc
Promedio Desvest
Abs de trolox
X=(Y-B)/a uM/ml
0.708 0.3472 315.64
0.706 0.3492 317.45
.0702 0.3532 321.09 318.061 0.003
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IV. Capacidad antioxidante del extracto etandélico de Sclerotium rolfsii

Sacc en medio de cultivo extracto de malta

Promedio |Desvest
Abs de trolox
X=(Y-B)/a uM/mi
0.691 0.3642| 331.0909
0.685 0.3702| 336.5455
0.714 0.3412| 310.1818 |325.94 0.015

V. Capacidad antioxidante del caldo de cultivo extracto de malta de

Sclerotium rolfsii Sacc

Promedio |Desvest
Abs de trolox
X=(Y-B)/a uM/ml
0.672 0.3832 348.36
0.72 0.3352 304.73
0.777 0.2782 252.91 302.000 |0.053
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Anexo E. Datos de toxicidad in vitro del modelo de Artemia salina

Extracto etandlico Sclerotium rolfsii Sacc cultivado en medio papa

dextrosa
Tubo N° Vivos Tubo N° Vivos Tubo N° Vivos
B1 9 1.1 9 2.1 10
B2 9 1.2 9 2.2 9
B3 10 1.3 8 2.3 9
B4 10 1.4 8 2.4 10
B5 10 15 10 2.5 10
Total 48 44 48
[I. Caldo de cultivo del medio papa-dextrosa

Tubo N° Vivos Tubo N° Vivos Tubo N° Vivos
Bl 9 1.1 9 2.1 9
B2 9 1.2 8 2.2 9
B3 9 1.3 7 2.3 8
B4 10 1.4 9 2.4 8
B5 9 15 9 2.5 9
Total 46 42 43

lll. Extracto etandlico Sclerotium rolfsii Sacc cultivado en medio

extracto de malta
Tubo N° Vivos Tubo N° Vivos Tubo N° Vivos
B1 9 1.1 9 2.1 9
B2 10 1.2 9 2.2 8
B3 10 1.3 10 2.3 9
B4 9 1.4 9 2.4 9
B5 10 15 10 2.5 9
Total 48 47 44
IV. Caldo de cultivo extracto de malta

Tubo | N° Vivos | Tubo | N° Vivos | Tubo | N° Vivos
Bl 9 1.1 9 2.1 9
B2 10 1.2 9 2.2 8
B3 10 1.3 10 2.3 9
B4 9 1.4 9 2.4 9
B5 10 15 10 2.5 9
Total | 48 47 44
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Anexo F. Constancia del congreso de micologia

-

La Sociedad Mexicana de Micologia. la Universidad CONGRESO
Auténoma de Yucatan, el Centro de Investigacion Cientifica X I NACIOMAL

de Yucatan y el Centro de Investigacion en Alimentacién DE
y Desarrollo otorgan la presente MICOLOGIA

CONSTANCIA

a: MARIA OLIVIA SANDOVAL, ISMAEL VILLICANA SANCHEZ,
JOSE MENDOZA ESPINOZA, AIDA SANDOVAL MONTANO,
JAIME MARCIAL QUINO, EDGAR SIERRA PALACIOS*

por su valiosa participacion en el XI Congreso Nacional de Micologia realizado

Estado de México”

/
Dr. Martin Esqueda Valle
Presidente
Sociedad Mexicana de Micologia

Veteripfaria y Zootecnia de la UADY
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