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I. INTRODUCCION

A lo largo de la historia se ha buscado aprovechar los beneficios a la salud que
proporcionan ciertos alimentos incluidos plantas y hongos comestibles (Valverde et
al., 2015). En ese sentido, los hongos representan una alternativa para su uso
terapéutico debido a los diversos compuestos (metabolitos) que poseen (Varghese et
al., 2019) los cuales pueden obtenerse tanto del cuerpo fructifero como del micelio
(Suarez & Nieto, 2013) y de los que se han demostrado, tienen efectos benéficos para
la salud (Bilal et al., 2010). En diversas investigaciones se ha expuesto el uso de
hongos como fuente potencial de sustancias o metabolitos secundarios que incluyen:
alcaloides, terpenoides, esteroides, hormonas, vitaminas, polisacéaridos, entre otros;
(Bath et al., 2005) mismos que poseen caracteristicas terapéuticas y son usados en
el tratamiento de diversas enfermedades (Cano y Romero 2016), estos metabolitos
poseen propiedades antimicrobianas (Leyva et al., 2013), DNA protectoras, actividad
antioxidante (Lee et al., 2013), antitumorales, antivirales, protectores del sistema
inmunologico (Vaz et al., 2010) y del sistema neuroldgico (Jang et al., 2019) entre

otras.

Por otro lado, existen especies de hongos con potencial terapéutico que presentan
gran similitud fenotipica, tal es el caso del género Ganoderma (Milay et al., 2019); por
lo que muchos de los nombres con los que se identifican algunas especies, han sido
utilizados para definir especies distintas entre si, lo que origina confusiones en la
descripcion taxonomica asi como en los estudios de la distribucion de las especies.

Ademas, se ha confirmado en diversos trabajos, la existencia de grupos complejos de



especies gue incluyen cepas relacionadas que se creian muy distintas entre si. En el
Estado de Jalisco, algunas especies con potencial terapéutico han sido reportadas
(Etelvina et al.,, 2014) (Rodriguez et al., 2019), pero las mismas carecen de

evaluaciones fitoquimicas sistémicas.

Por lo anterior, el presente estudio parte desde la colecta y confirmacion de la
presencia de los especimenes mediante la realizacion de los estudios taxonomicos
conducentes en diversas zonas del Estado de Jalisco, asi como la identificacion, de
metabolitos secundarios interés terapéutico de diversas especies de hongos
Ganoderma., Trametes versicolor y Schizophyllum commune, mediante el estudio
fitoquimico, la determinacion del contenido de polisacéaridos, actividad antioxidante
(DPPH), comparados con productos existentes en el mercado con contenido de
extracto de hongos medicinales. La determinacion de los metabolitos de interés
terapéutico abrird la pauta para determinar el potencial de las especies de estudio
para ser utilizadas en la industria farmacéutica en general o como sustitutos de

productos medicinales de importacion.
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IIl. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de metabolitos fitoquimicos de interés terapéutico.

A los metabolitos secundarios extraidos de hongos, plantas y otros organismos
vegetales, se les denomina fitoquimicos. Estos compuestos les confieren cierta
proteccion contra microorganismos, antagonistas herbivoros y/o competidores
naturales, ademas de participar en la adaptabilidad y regular el crecimiento de los
mismos (Russell et al., 2007). Por otro lado, el término fitoquimico también se usa
para definir aquellos compuestos quimicos los cuales, a través de su estudio, se ha
identificado un potencial uso terapéutico, ya que en diversas investigaciones se ha
demostrado que el consumo regular de estos metabolitos otorga resistencia a
enfermedades no transmisibles y cronicas como son las de origen cardiovascular y
neurodegenerativas, asi como la diabetes, cancer, entre otras (Madhumita et al.,

2019).

Generalmente, se suele clasificar a los fitoquimicos a partir de sus estructuras
quimicas y, desde el punto de vista de su biosintesis, los metabolitos secundarios
pueden ser de diferentes tipos como: terpenoides, alcaloides, compuestos fendlicos,
compuestos nitrogenados, compuestos organosulfurados, polisacaridos, tipo
glucésido, entre otros; de los cuales se desprenden otros grupos segun sus

propiedades quimicas (Bellik et al., 2013).

Ademas de lo ya mencionado los fitoquimicos como alcaloides, glucdsidos, aceites

volatiles, taninos, resinas, y otros mas; han sido utilizados en diversas aplicaciones
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comerciales e industriales como aromas o fragancias, enzimas, conservadores y

como compuestos bioactivos que forman parte de productos terapéuticos.

Lactonas sesquiterpénicas.

Una lactona es un compuesto del tipo éster ciclico. Por otro lado, las lactonas
sesquiterpénicas constan de un esqueleto de 15 carbonos a las que se les une un
anillo y-lactona tomando estructuras diversas, sin embargo la mayoria de ellas y las

mas funcionales tienen formas ciclicas (Chadwick et al, 2013).

Las propiedades terapéuticas asociadas a estos metabolitos son variadas y al ser de
estructura relativamente sencilla han sido objeto de diversos estudios, en algunos de
ellos se han identificados actividad antioxidante, antiinflamatoria y de potencial
anticancerigeno a través de generar apoptosis en células de céancer y como
antagonista potente en varias células cancerosas, como las de mama, pulmon, higado

y colon (Martino y Silsen, 2019) (Eduardo, 1996).

En la figura 1 se muestran las estructuras quimicas caracteristicas de los anillos

lacténicos y ejemplos de lactonas sesquiterpénicas.
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alfa-lactona

O

gamma-lactona

beta-lactona

8]

Q

delta-lactona

A) santonina. B) Partendlido

Figura 1. Representacion de las estructuras de anillos lactonicos.

Esteroides.

Los esteroides representan un gran interés debido a la variedad de actividad biolégica
que poseen. Muchos de estos compuestos que son utilizados en el &rea médica son

obtenidos de plantas u organismos vegetales (Erich, 1974).

Estructuralmente, los esteroides parten de una estructura llamada esterano,
conformada por tres anillos con 6 carbonos y uno de 5, siendo en total 17 atomos de
carbono (Arias, 2013). En el caso de los hongos, el ergosterol cumple las mismas
funciones estructurales que el colesterol en las células animales (Alfonso, 2006). La
figura 2 ilustra la estructura base de los esteroides y se aprecian ejemplos de

esteroides en células de plantas (estigmasterol), animales (colesterol) y hongos

(ergosterol).
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HO

A) Estructura base de esteroides. B) ergosterol. C) colesterol. D) estigmasterol

Figura 2. Estructura base de los esteroides y ejemplos.

Saponinas.

Son compuestos que se encuentran en la mayoria de las plantas, al ser agitados
producen espuma, por lo que antiguamente se les ha usado como jabones.
Estructuralmente, estos compuestos poseen uno 0 varios azlcares y se pueden
diferenciar entre saponinas triterpénicas y saponinas esteroidales dependiendo de la

naturaleza de la aglucona (Alfonso, 2006)

Las saponinas triterpénicas son abundantes en la naturaleza y pueden poseer
actividad biologica cardiaca, reducen el colesterol, son antiinflamatorios y
espermaticidas, algunas han presentado actividad citotoxica en neoplasias (Mena et
al., 2015). Por otro lado las saponinas esteroidales son menos frecuentes en la

naturaleza pero presentan actividades biolégicas similares.
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A) saponina esteroidal (diosgenina). B) saponina triterpénica (aescina)

Figura 3. Ejemplo de estructuras quimicas de saponinas estroidales y triterpénicas.

Glucésidos cardiotonicos.

Estructuralmente estos compuestos fitoquimicos poseen un nucleo esteroidal ligado
a una cadena de glucosa (Sharapin, 2000) (Heinz y Klaus, 2010) al que se le une un
anillo con funcion lacténica (ver figura 1). La figura 4 indica la estructura quimica de

la digitoxina, un glucésido cardiaco extraido de Digitalis purperea.

Digitoxina

Anillo lactonico

Cadena de glucosa

Figura 4. Estructura quimica base de un glucosido cardiotonico.
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Estos compuestos actdan directamente en el sistema cardiaco, en dosis controladas

estos metabolitos son de gran utilidad para el tratamiento de afecciones cardiacas

como el caso de arritmias y aumentando la fuerza contractil del corazén, sin embargo,

dosis elevadas en algunos casos resultan en un alto grado de toxicidad (Andrejus y

Joshep, 1983).

La investigacion actual de estos metabolitos de interés terapéutico esta en aumento

debido a la desventaja de los efectos secundarios provocados por algunos

compuestos sintéticos (Paritala et al., 2014). A continuacién, se resumen algunos

tipos de fitoquimicos y sus usos terapéuticos.

Tabla 1. Propiedades terapéuticas asociadas a algunos grupos de compuestos

fitoquimicos.

Fitoquimico

Ejemplos/tipos

Taninos, acidos fendlicos,
Compuestos ) i
o cumarinas,  flavonoides,
fendlicos

estilbenos.

Antocianidinas, falvonoles,

Flavonoides

flavonas, isoflavonas,

flavononas

16

Propiedades terapéuticas

asociadas

Poseen propiedades antioxidantes, asi

como pro-oxidantes que contribuyen al
potencial anticancerigeno (Halliwell
2008), (Roy et al., 2003), (Roy et al.,
2002), (Ziberna et al., 2010), (Ahmad
et al., 2000) (Galati y O’Brien, 2004),
(Hadi et al., 2000), (Rahman et al.,
1990)

Antioxidantes, antiinflamatorios,

reguladores enzimaticos,
antimutagénicos. (Khoo et al., 2017),

(lwashina, 2013)




Xatonfila (luteina,
. zeaxantina), carotenos (
Carotenoides

alfa carotenos, beta

carotenos, licopeno)

Alcaloides  heterociclicos
_ (piridina, quinilina, tropano,
Alcaloides . .

indoles, alcaloides

esteroidales, entre otros)

Glucanos (beta glucanos,

Polisacaridos

alfa glucanos)

Propiedades antioxidantes,
anticancerigenas y actividad
provitamina (Madhumita et al., 2019).

Principalmente actividad
antimicrobiana, asi como estimular el
sistema nervioso central (algunos
usados en trastornos mentales)
(Ogunwenmo et al., 2007), (Njeru et
al., 2013)

Propiedades anticancerigenas
(Madhumita et al., 2019), (Hirui et al.,
2017)

2.1.2. Polisacaridos (B-glucanos)

Los polisacaridos son compuestos presentes en hongos, bacterias, cereales, algas y

otros organismos y su funcién principal es formar parte estructural de los mismos,

dichos compuestos se pueden clasificar a partir del tipo de uniones que presentan

(Qiang et al., 2017). Los B-glucanos se distinguen estructuralmente por ser cadenas

de glucosa unidas mediante enlaces del tipo 8 (1-3) con ramificaciones que pueden

ser del tipo B (1-4) / B (1-6) segun su origen. Aquellas estructuras de polisacaridos

que poseen enlaces del tipo B (1-3, 1-4) se encuentran en diversos cereales las del

tipo B (1-3, 1-6) por lo regular estan en hongos y levaduras.

Se ha demostrado que este tipo de polisacaridos poseen propiedades

anticancerigenas, antitumorales y estimulan el sistema inmunologico, ciertas
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investigaciones mencionan que la actividad biologica de estos compuestos esta dada
por la cantidad y variabilidad de los tipos de enlaces que poseen (Michael et al., 2009).
Es por ello que, a pesar de que estos tipos de glucanos tienen estructuras similares,
pueden presentar diferentes propiedades terapéuticas (Jin et al., 2018) (Han et al.,
2020).

La tabla 2 muestra algunos enlaces identificados de B-glucanos provenientes de

hongos, levaduras y cereal, asi la actividad biol6gica observada.

Tabla 2. Bioactividad identificada de algunos B-glucanos extraidos de hongos
basidiomicetos, levaduras y avena.

Actividad biolégica

Estructura
observada

Pleurotus (1-3)-p-D-glucan, Aumenta la produccién de

ostreatus heteroglucanos linfocitos. (Andriy et al., 2009).

Cadena con enlaces (1-3)-3- Promueve la expresion de
. D-glucan, con ramificaciones citoquinas y el aumento de la
Schizophyllum _ o i
(1-6)-B-D-glucopirano por actividad de las células NK
commune o _

cada tres repeticiones (natural killer). (Yoneda et al.,

1991)

Cadena de enlaces (-(1-3)- Produccion de proteina TNF-a

glucan (proteina factor de necrosis

Saccharomyces

- tumoral) y proteina quimio-
cerevisiae _
atrayente de monocitos 1 (MCP-

1). (Zheng et al., 2016)
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B-(1,3)-glucan Aumenta la respuesta de células

Saccharomyces . o .
- inmunologicas Th2. (Ying et al.,
cerevisiae
2013)
B-(1,3)(1,4)-glucan Aumenta la fagocitosis sobre

macrofagos. (Sado et al., 2016)

En la industria de alimentos, la utilizacion de Kits de identificacion de B-glucanos se
ha empleado para detectar estos polisacaridos provenientes de hongos, esto debido
a que es un método preciso y la mayoria de estos son adaptables a diversas
muestras. Como ya se mencion0, los polisacaridos son largas cadenas de glucosa y
en el caso de los B glucanos, poseen enlaces del tipo f 1-3, 1-4 y 1-6, por ello el
procedimiento de identificacion de estos compuestos mediante un kit incluye el uso
de enzimas qué son especificas para los enlaces antes mencionados, el resultado de
la reaccion puede ser medido con un espectrofotometro para evaluar el producto

obtenido y hacer una cuantificacion de los mismos.

El siguiente esquema ejemplifica la reaccién de degradacién de un B-glucano,

mediante el uso enzimas.
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Figura 5. Reacciéon de degradacion de un B-glucano utilizando enzimas.

2.1.1. Antioxidantes y método DPPH.

Los radicales libres participan en procesos bioquimicos de oxidacién necesarios para
el metabolismo, sin embargo muchas enfermedades se relacionan con el estrés
oxidativo ocasionado por los mismos (Panchawat et al., 2010). Estos compuestos
poseen alta reactividad y actividad dafiina en macromoléculas como las proteinas, el
ADN vy lipidos, causando dafios que contribuyen en la aparicion de afecciones como
el cancer, la isquemia, aceleracion del proceso de envejecimiento, los sindromes de
dificultad respiratoria, la artritis reumatoide y otras mas (Velavan et al., 2007). Dichos

compuestos pueden ser especies reactivas derivadas del oxigeno como en
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superoéxido, peréxido de hidrogeno y radicales hidroxilo reactivos o derivadas del

nitrégeno como éxido nitrico, didéxido de nitrdgeno o el trioxido de dinitrégeno.

Por otro lado los antioxidantes son aguellos compuestos que, a baja concentracion,
tienen la capacidad de prevenir la oxidacion y alargan la vida de moléculas (proteinas,
lipidos, carbohidratos, ADN y otras) (Sindhi et al., 2013) que pueden ser dafiadas por

los radicales libres. (Irshad & Chaudhuri, 2002)

Las plantas y hongos son fuente de fitoquimicos con propiedad antioxidante, se ha
reportado en diversos articulos esta propiedad en hongos silvestres y comestibles, en
estos estudios se ha identificado la actividad a través de ensayos que incluye pruebas
del radical DPPH, poder reductor, quelacion férrica, la eliminacion de radicales de
anion superoéxido y ensayos bioquimicos que incluyen la inhibicion de la peroxidacion

lipidica.

En diversas especies de hongos comestibles como Agaricus bisporus, se ha
identificado la presencia de compuestos fendlicos, B-carotenos, flavonoides y
licopenos (Robaszkiewicz et al., 2010), en Boletus edulis, la presencia de licopeno,
acido ascoérbico, flavonoides, tocoferol, antocianidina (Vamanu y Nita, 2013), (Turfan
et al., 2018), para la especie Lactarius deliciosus se ha reportado compuestos como
a-tocoferol, compuestos fendlicos, flavonoides, fibra dietética, B-caroteno, acido

ascorbico (Barros et al., 2007).
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Método DPPH.

Uno de los métodos mas eficientes, estables y reproducibles para medir la capacidad
antioxidante de los compuestos presentes en alimentos (incluidos plantas y hongos
comestibles), es la prueba del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), este se
utiliza para evaluar la capacidad de los elementos antioxidantes de reducir el radical
DPPH mediante mecanismos de donacion de electrones o de hidrogeno (figura 6)
(Srisailam et al, 2017). El radical tiene un méaximo de absorcién de 515 nm y la
neutralizacion causada por compuestos antioxidantes es facilmente monitorizada

mediante espectroscopia UV/vis.

NO, NO;
. H

O,N N-N +AH — O,N N-N +A

NO, NO,

Purple Yellow

Figura 6. Reaccion de reduccion del radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo

La presencia de un compuesto con dicha actividad antioxidante ocasiona una
reduccion del radical y a su vez una disminucion de la absorbancia. En la reaccion, la
solucion del radical DPPH se forma en color violeta intenso y se vuelve incoloro a
amarillo palido cuando se reduce al reaccionar con el donante de hidrégeno. La
disminucion de la absorbancia depende linealmente de la concentracion de

antioxidante (Brand-Williams et al., 1995).
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A partir de los datos adquiridos durante en el ensayo, la capacidad antioxidante se

mide trazando el porcentaje de inhibicion frente a la concentracion del antioxidante.

2.2. Generalidades de estudios fitoquimicos.

Se ha mencionado acerca del interés terapéutico de los metabolitos presentes en
plantas y hongos, esto ha llevado a desarrollar, a lo largo del tiempo, diversas
metodologias para la identificacion de los mismos con el fin de profundizar en sus
propiedades farmacoldgicas y/o terapéuticas. Dichas metodologias se basan en
reacciones quimicas que pueden ser, por ejemplo, un cambio en las caracteristicas
visuales de la mezcla (color y precipitacion) o cambios en las caracteristicas fisicas

(como la formacién de espuma).

El estudio fitoquimico agrupa entonces, una serie de pruebas, metodologias y
técnicas denominadas también screening o tamiz fitoquimico, disefiadas para la
identificacion de metabolitos o grupos de compuestos presentes en extractos de
plantas, hongos y otros organismos vegetales, que pueden ser etandlicos,
metandlicos, en acetona, cloroformo, acuosos, entre otros y que son el objeto de

estudio.

Entre las técnicas usadas en este tipo de investigaciones estan las qué representan
una opcién reproducible y de bajo costo como son, por ejemplo, la cromatografia en
capa fina y el tamizaje fitoquimico (que incluye varias pruebas de reaccién quimica,

algunas de ellas se describen en la tabla 3), también existen metodologias mas
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complejas y de las cuales sus costos son mayores. Estas son requeridas cuando ya
se ha establecido, a través de las pruebas anteriormente mencionadas, un grupo de
metabolitos de interés farmacoldgico determinado, ademas de ello, en estas técnicas
se emplean equipos especiales y de mayor tecnologia, como cromatografia de
liguidos HPLC, cromatografia de gases, espectrofotometria de masas,
espectrofotometria de infrarrojos, entre otras (Guillermo et al.,, 2017). La tabla 3
agrupa algunas reacciones que identifican ciertos grupos fitoquimicos presentes en
extractos obtenidos de plantas y hongos (Prashant et al., 2011) (Roopalatha y Vijay,

2013).

Tabla 3. Pruebas fitoquimicas para la identificacion de algunos grupos de
metabolitos.

Grupo fitoquimico o metabolito Reaccidn

Fitoesteroles, lactonas, esteroides Lieberman-Burchard, Salkowski

Flavonoides Hidroxido de sodio, acetato de plomo

2.3. Importancia de la descripcion taxonémica de hongos.
Dentro de la amplia y compleja clasificacién de los hongos podemos diferenciar a los
macromicetos, los cuales se distinguen por llegar a producir bajo ciertas condiciones,

cuerpos fructiferos o setas, donde se incluyen los grupos ascomicetos, zigomicetos y
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basidiomicetos. Los basidiomicetos albergan una gran variedad de hongos, entre
ellos: comestibles, toxicos, medicinales y degradadores de madera (Campbell y
Reece 2005). Se suele denominar como “hongo” al cuerpo fructifero o, en el caso de
los basidiomicetos, al basidiocarpo que es visible sobre la superficie del sustrato, esta
estructura da soporte a las basidias que a su vez producen esporas para mantener la

reproduccion del hongo, la figura 7 ilustra la estructura general de los basidiocarpos.

BASIDIOCARPO O “CUERPO FRUCTIFERO" DE UN BASIDIOMICETO

Pileo o *sombrero”
del basidiocarpo Himenio,
formado por
laminas o
tubos que
forman poros.
Albergan los
basidios

s formadoras
Estipite 0 "pie” del __~ de esporas
basidiocarpo ’

Figura 7. Descripcion general de la estructura de un basidiocarpo o
“cuerpo fructifero”.

La manera mas béasica de identificar (de manera inicial) una especie de hongo
macromiceto es el estudio de la morfologia del basidiocarpo o “cuerpo fructifero”,
caracteristicas como la forma, el sabor y el color, en conjunto con el andlisis de la

morfologia (su estructura en general) y las esporas del hongo mismo, pueden dar un
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indicio de si el ejemplar es comestible o no, asi como identificar si se trata de una
especie de interés terapéutico. En los basidiomicetos las caracteristicas del himeneo
y del cuerpo fructifero asi como de la observacion de claves taxondémicas son basicas
para la identificacion parcial de la especie, algunas de esas claves se describen en la

tabla 4 (Guzman, 1990).

Tabla 4. Claves para la identificacion basica de especies de hongo macromicetos

Caracteres Observacion

Forma Amorfa, circular, crecimiento en grupos, entre otras.

Color y cambios de color de cada una de las formas del
Color .
cuerpo fructifero

Presencia 0 ausencia de cualquier caracteristica
Estructura del cuerpo | llamativa a la vista; verrugas, poros, laminas, laca o
fructifero resina, pie, carnosidad, capas de poros, dureza del

cuerpo fructifero.

En algunos casos se puede distinguir a través del olor y

Sensoriales o
el sabor, alguna caracteristica relevante de hongos.
La coloracion del conjunto de esporas y la observacion al
Esporas microscopio de las mismas dan informacion importante
de la especie estudiada.
La identificacion del sustrato en el que el ejemplar es
Sustrato q Jemp

colectado puede dar indicios de la especie.
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2.4. Generalidades de los hongos medicinales.

En diversos estudios para estos hongos, se han encontrado polisacaridos
biolégicamente activos en sus cuerpos fructiferos, asi como en micelio cultivado
(Wasser, 2010). A nivel mundial, los hongos macromicetos formadores de setas,
representan una importante fuente de metabolitos para el desarrollo de alimentos,
materias primas para la produccién de farmacos o de otros productos de origen
natural y rapidamente han comenzado a ganar interés comercial, social, econémico y

ecolégico (Chang y Miles, 2004).

Habitualmente, los compuestos que finalmente puedan formar parte de un farmaco o
producto terapéutico deberan contar con una actividad in vivo probada que puede
diferir de la actividad in vitro. Estos mismos procesos deben de considerarse al
momento de decidir utilizar un hongo, o los metabolitos que produce, para el

tratamiento de enfermedades (Francisco-D.D., 2011).

Hongos que provienen principalmente de paises asiaticos son utilizados ampliamente
en el tratamiento de enfermedades entre las que destacan caracteristicas
propiedades anticancerigenas y protectoras del sistema cardiovascular (Nicholas,
2016) (Yifan et al., 2018) efecto quimiopreventivo, regulan la tasa mitética de sefiales
apoptogénicas, lo que resalta el potencial farmacologico de los hongos en el

tratamiento de algunos tipos de cancer (Finimundy et al., 2018).
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2.4.1. Trametes versicolor y propiedades terapéuticas asociadas.

T. versicolor es una de las especies de hongos no comestibles que son apreciadas
por su potencial terapéutico y antioxidante (Cai et al., 2010). Esta especie de hongo
posee metabolitos como acidos grasos, aldehidos, esteroles (Vivian et al., 2019). En
2013, Kamiyama y colaboradores demostraron la actividad antioxidante de este
hongo y asociaron dicha actividad a los compuestos arométicos y heterociclicos,
ademas de identificar la presencia de lactonas. Raluca y colaboradores (2018)
identificaron 28 compuestos, en su mayoria acidos fendlicos, seguidos de flavonoles,

flavonas y cumarinas que le confieren la capacidad antioxidante a esta especie.

Una de las propiedades medicinales que se les adjudican a este hongo es la actividad
de proteccién hepéatica. Extractos etandlicos y sub-fracciones de acetato de etilo y
hexano obtenidos de cuerpos fructiferos de hongos T. versicolor pertenecientes al
Estado de Colima en México, demostraron poseer dicha actividad al proteger células

hepaticas del dafio causado por radicales libres (Placido et al., 2015).

Otra de las caracteristicas interesantes demostradas de los compuestos bioactivos
obtenidos del filtrado de cultivo de T. versicolor es la actividad antifUngica que posee
al inhibir las aflatoxinas producidas por Aspergillus flavus, y por A. parasiticus, las

cuales resultan dafiinos para los animales y seres humanos (Scarpari et al., 2016).

Mas recientemente, Milena y colaboradores en 2020, demostraron la capacidad
antioxidante del extracto etandlico para T. versicolor, el cual tuvo mejores

rendimientos en la prueba de DPPH, no asi en otros ensayos como la prueba de
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FRAP en dbénde el extracto acuoso demostr6 mejor actividad reductora; esto es
evidencia de la variedad de compuestos con actividad antioxidante y terapéutica
presentes en esta especie en dénde los compuestos fendlicos son los de mayor poder

reductor.

2.4.2. Schizophyllum commune y propiedades terapéuticas asociadas

Es un hongo no comestible y a pesar de ello se les considera con potencial terapéutico
(Komatsu et al., 1969). Se les puede localizar creciendo en troncos caidos, arboles
vivos y postes de madera en zonas con insolacion directa; estas setas tienen forma
de laminas de color gris con pelos blancos en el borde y son degradadoras de lignina
(Guzméan, 1990). Dentro de sus principales propiedades medicinales se encuentran:
actividad antioxidante, antidiabética (Bugrahan et al., 2017) y en investigaciones

recientes, propiedad de proteccion hepatica (Amar et al., 2019).

Algunas investigaciones recientes, muestran qué los extractos obtenidos de S.
commune han sido probados en la inhibicion del crecimiento de bacterias patbgenas
(Amar et al., 2019) demostrando asi su potencial para el desarrollo de farmacos utiles

en el tratamiento de infecciones bacterianas.

Arbaayah y Kalsom en 2013, compararon la actividad antioxidante de S. commune
contra cuatro especies de Pleurotus spp., los extractos etandlicos de S. commune
obtuvieron los valores mas altos de contenido total de flavonoides en este estudio. No

solo los compuestos fendlicos poseen propiedades antioxidantes, recientemente
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Wongaem y colaboradores en 2020 demostraron la capacidad antioxidante de cinco

péptidos extraidos de S. commune.

Emsen y colaboradores (2017) obtuvieron diferentes extractos de S. commune y
compararon sus caracteristicas citotoxicas y actividad antioxidante, encontrando que
el extracto de acetona tenia una cantidad maxima de (3-caroteno, fenoles y licopeno,
el extracto de n-hexano tenia una cantidad méaxima de flavonoide. Ademas, los
extractos de acetona y n-hexano ejercieron importantes efectos citotoxicos in vitro

contra las lineas celulares del carcinoma hepatocelular (HepG2).

2.4.3. Género Ganodermay propiedades terapéuticas asociadas.

El género Ganoderma es ampliamente valorado por sus caracteristicas terapéuticas
y varias especies han sido estudiadas ademas de ser utilizadas en diversos productos
comerciales. Una de las especies mas examinadas es G. lucidum por sus
propiedades antitumorales, antioxidantes, antimicrobianas, entre otras; adjudicadas
principalmente a los metabolitos que posee, tales como triterpenos y polisacaridos
(Smina et al., 2011) (Wang et al., 2019) (Liu et al., 2010) (Meneses et al., 2016),
(Moreno et al., 2010) (Rubel et al., 2018), (Lin et al., 2018) (Saltarelli et al., 2009) (Lee
et al., 2011). Por otro lado, especies como G. sinense han demostrado poseer
metabolitos de interés terapéutico (Mengzhu et al., 2018), debido a ello, existe un
interés en el estudio de otras variedades del género Ganoderma. En 2008, Amaral y
colaboradores realizaron la extraccion de polisacaridos e identificacion de un inusual
B-glucano y evaluaron su potencial antioxidante, esto a partir de una extracciéon

alcalina del cuerpo fructifero de G. resinaceum.

30



De igual forma Peng y colaboradores en 2013, observaron los efectos protectores y
de capacidad antioxidante del extracto metandlico con contenido de triterpenoides en
G. resinaceum. Gokhan y colaboradores, en 2015, evaluaron extractos acuosos y
metandlicos de dos especies, G. applanatum y G. resinaceum encontrando
principalmente acido protocatechico y apigenina como principales metabolitos

antioxidantes, esto en extractos metandlicos y acuosos.

Uno de los usos emergentes de algunas especies del género Ganoderma tiene que
ver con la transformacién de compuestos, Hou y colaboradores (2020) estudiaron la
capacidad que posee G. sessile para la biotransformacion del 5-hidroximetilfurfural en

2,5-dihidroximetilfurano y evaluaron la toxicidad de dichos compuestos.

La informacién mostrada sobre las diversas propiedades terapéuticas que pueden
presentar los compuestos fitoquimicos contenidos en hongos, hace relevante estudiar
las especies presentes en la region para definir las caracteristicas de potencial uso

terapéutico a futuro.

31



l1l. JUSTIFICACION

En la actualidad hay una creciente demanda de productos de origen natural, entre
ellos, los llamados nutraceuticos o productos funcionales. En el mercado mundial
existe una gran variedad de estos productos a partir de hongos comestibles y no
comestibles, con propiedades medicinales o terapéuticas. Por otro lado, en el Estado
de Jalisco, especificamente en las regiones boscosas y neotropicales de la region,
existe una gran diversidad de especies de hongos productores de setas, entre los que
se encuentran aquellas especies a las cuales se les ha adjudicado algun beneficio a
la salud humana o propiedad terapéutica. Debido al interés de hacer uso de especies
endémicas para la obtencién de productos terapéuticos en el tratamiento de algunas
enfermedades, es necesario realizar andlisis enfocados a determinar las

caracteristicas quimicas y las propiedades terapéuticas de los hongos estudiados.

Existe amplia investigacion respecto a las propiedades terapéuticas de las especies
de género Ganoderma, T. versicolor, S. commune, sin embargo es importante llevar
a cabo los andlisis que permitan verificar la presencia o ausencia de los principales
metabolitos que en diversas investigaciones se reportan, asi como analizar las
diferencias que pudieran existir debido diversos factores como los factores
ambientales y tipos de sustrato propios de la regién, mismos que pueden modificar la

presencia y concentracion de dichos compuestos (Oliveros, 2016).

En el Estado de Jalisco se ha reportado la presencia de algunas especies de
Ganoderma, asi como T. versicolor y S. commune, mismas que no han sido objeto de

estudios formales, por lo cual es necesario realizar analisis enfocados a determinar
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las caracteristicas fitoquimicas, antioxidantes de sus principales metabolitos con

potencial uso en la industria farmacéutica o en el mercado de productos naturales.
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IV. HIPOTESIS

Los extractos obtenidos a partir de los hongos del género Ganoderma spp., Trametes
versicolor y Schizophyllum commune localizados en el Estado de Jalisco poseen
metabolitos de interés terapéutico y de caracteristicas fitoquimicas y antioxidantes

que podrian permitir la sustitucion de productos de importacion en el mercado.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Identificar los principales grupos fitoquimicos presentes en especies de Ganoderma
spp., T. versicolor y S. commune localizadas en zonas del Estado de Jalisco, en

comparativa con productos similares de importacion existentes en el mercado.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Realizar la identificacibn morfologica de los diferentes ejemplares de hongos
Ganoderma spp., Trametes versicolor y Schizophyllum commune colectados en
diversas zonas de los municipio de Tlajomulco de Zufiga, Zapopan, Tapalpa y

Mezcala en Estado de Jalisco.

5.2.2. Identificar los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en los
diferentes ejemplares de hongos Ganoderma spp., Trametes versicolor y
Schizophyllum commune colectadas en diversas zonas de los municipio de
Tlajomulco de Zuhiga, Zapopan, Tapalpa y Mezcala en Estado de Jalisco,

comparados con productos de importacion en el mercado nacional.

5.2.3. Evaluar la actividad antioxidante (DPPH) y el contenido de polisacaridos (B-
glucanos) de los diferentes ejemplares de hongos Ganoderma spp., Trametes
versicolor y Schizophyllum commune colectadas en diversas zonas de los municipio
de Tlajomulco de Zufiga, Zapopan, Tapalpa y Mezcala en Estado de Jalisco, en

comparativa con productos de importacién en el mercado.
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VI. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Colecta e identificacion morfolégica mediante claves taxondmicas.

La colecta de las especies de estudio se llevo a cabo en diversas zonas del Estado
de Jalisco, en los municipios de Tlajomulco, Zapopan, Tapalpa y Mezcala. Las
especies del género Ganoderma fueron localizadas en distintas especies de arboles.
Una vez recogida la muestra se realizé una identificacion morfologica de las especies

mediante las claves de Gaston (1990).

Las caracteristicas valoradas para dicha descripcion e identificacion de los ejemplares
colectados incluyen el tamafo y color del cuerpo fructifero, tamafio y color de los
poros o laminas, la presencia o ausencia de laca o resinas, la presencia o ausencia
de un pie o falso pie, el sustrato en el que se localizé la muestra asi como la

observacion de las esporas al microscopio.

6.2. Identificacion de principales metabolitos mediante TLC.

La cromatografia en capa fina (TLC) es una técnica cualitativa para la identificacion
de compuestos quimicos mediante la visualizacion de éstos a partir de la separacion
de sustancias que se encuentran en una mezcla o en estado puro. La técnica consiste
en una fase estacionaria (por ejemplo, una placa de silica gel) y una fase movil
(disolvente), la fase mévil pasa a través de la placa arrastrando los diferentes
compuestos aplicados sobre ella, separandolos por efecto de la polaridad (afinidad al

solvente) que poseen los mismos.
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Se realizaron pruebas de Cromatografia en Capa Fina (TLC) para identificar los
principales grupos de metabolitos, para ello se prepararon extractos metandlicos de
los cuerpos fructiferos de G. sessile, G. resinaceum, T. versicolor, S. commune, de la

siguiente manera:

6.3. Obtencion de extractos.

Los ejemplares frescas de hongos fueron limpiadas cuidadosamente y pesadas en
fresco, posteriormente se picaron finamente y se llevaron a un secador con
temperatura no mayor a 40°C durante toda la noche o hasta que se encontraran
completamente secos (<10%), una vez terminado el secado, se molieron para

preparar los extractos (particulas no mayor a 5 mm).

Se tomaron 5 gramos de muestra seca y reducida, se realizé la extraccion en 100 mi
de metanol, todos los extractos se dejaron reposar durante toda la noche, a
temperatura ambiente, finalmente fueron tratadas en un sonicador (UltraSonic
Cleaner) durante 30 min a 60 Hz. El extracto fue filtrado y se dejé secar en capsulas

de porcelana para su resguardo y posterior aplicacion (figura 8).
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Figura 8. Extractos metandlicos de muestras colectadas.

6.4. Placas TLC.

Se utilizaron placas de aluminio TLC Silica Gel 60 F254 (Merck KGaA). 0.05 g de
extracto seco fueron re-suspendidos en 2 ml de cloroformo. El extracto re-suspendido
se aplico por puntos a razén de 0.5 pL/punto hasta aplicar 20 pL, la fase utilizada fue

tolueno (10 ml), éter etilico (9 ml), &cido acético (1 ml).

Todas las placas de cromatografia en capa fina se analizaron a partir del célculo de
los Rf, que es la relacién entre las distancias recorridas por el soluto y por la fase
desde el origen de la placa, asi como con la reaccién de coloracion resultante de

aplicar los reactivos de revelacion de placa.
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Los métodos para la preparacion de reactivos asi como de las pruebas de
identificacion mediante la formacién de grupos cromogénicos fueron tomados de
trabajos de autores que presentan pruebas fitoquimicas de plantas y hongos (Ciria

1995), (Dominguez 1973), (Wagner et al, 1984).

Las placas fueron asperjadas para la identificacion de los diferentes metabolitos, con

los siguientes reactivos:

6.4.1. Lieberman-Burchard.

5 ml de Anhidrido acético fueron mezclados en 5 ml de acido sulftrico concentrado y
agregados a 50 ml de etanol frio, se prepararon 20 ml de la solucion. El reactivo fue
asperjado en la placa y una vez seca se calenté a 110 °C y observada en luz UV (365
nm). Coloraciones moradas indican triterpenos; verdes y azules para esteroides; café
y marrén indican la presencia de lactonas; amarillos, compuestos amargos; rosa,

puede indicar presencia de saponinas.

6.4.2. Anilsaldehido acético.

El reactivo se preparé tomando 0.5 ml de anilsaldehido, que fueron disueltos en una
solucion que consistia en metanol (85 ml), acido acético (10 ml) y acido sulfurico (5
ml). Una vez asperjado el reactivo la placa se calenté a 100°C. El reactivo interacciona
con una gran variedad de compuestos incluyendo indicacion amarilla (lactonas),

verdes y morados (compuestos esteroides).
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6.4.3. Cloruro de antimonio (lll)

20 ml de acido acético fueron mezclados con 60 ml de cloroformo y agregados a 20
g de cloruro de antimonio, la placa se asperjo y se calenté por 5 min a 100°C,
coloraciones amarillas a rojizas representan presencia de esteroides, azul-violeta

triterpenos.

6.4.4. Acido p-toluensulfénico
4 g de reactivo acido p-toluensulfénico fueron disueltos en 20 ml de cloroformo, una
vez asperjada la placa se visualiz6 bajo luz UV a 365 nm, observaciones fluorescentes

indican compuestos esteroides, flavonoides y catequinas.

6.5. TLC para identificacion de Glucdésidos cardiotonicos.

0.05 g del extracto metandlico fueron re-suspendidos en una mezcla de metanol y
agua (70:30) y se aplicaron en placas TLC para su analisis. La fase utilizada para esta
prueba en placa TLC fue acetato de etilo, metanol y agua (16.2 ml, 2.2. ml, 1.6 ml),

una vez que se corrio la fase la placa fue revelada con el siguiente reactivo:

6.5.1 Reactivo de Kedde.

1 g de acido 3,5 — dinitrobenzoico fue disuelto en una mezcla de 50 ml de metanol y
50 ml de una solucién de KOH 2N. La placa se asperjé y se evaluaron a simple vista
la aparicion de manchas violetas-azules las cuales indican positivo para glucésidos

cardiotonicos.
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6.6. TLC para identificacion de cumarinas.

0.05 g de extracto metandlico fueron disueltos en 2 ml de cloroformo. Las placas TLC
para identificacion de cumarinas se corrieron en una fase que consistié en tolueno y
acetato de etilo, en una relacion de 100:20. Una vez terminada la corrida de la fase,
la placa se asperj6 con una solucion de KOH a 7% en etanol, fluorescencias azules

indican presencia de cumarinas.

6.7. TLC para determinacion de Lactonas.

0.05 g de extracto metandlico fueron disueltos en 2 ml de metanol. Las placas TLC
para la prueba de lactonas se corrieron en una fase que consistia en tolueno (5ml),
éter etilico (4.5ml), acido acético (0.5ml). Una vez terminada la fase la placa fue

revelada con el reactivo siguiente:

6.7.1. Reactivo de Baljet.

Solucién A: 0.13 g de acido picrico se agregan a 10 ml de etanol; solucién B: 1 g de
NaOH se disuelven en 10 ml de agua, ambas soluciones se mezclan y se asperjan
en la placa seca, la presencia de manchas color marrén indican la presencia de

Lactonas.
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6.8. Pruebas de identificacion por precipitacion de metabolitos.
Se llevaron a cabo pruebas de presencia de metabolitos presentes (Saponinas,
reaccion de Kedde, reaccion de Shinoda, ensayo de FeCl3, Alcaloides, ensayo de

triterpenos y esteroides), como se describe a continuacion.

6.8.1. Prueba rapida para Saponinas.

1 g de muestra seca fue extraida en dos volimenes de agua caliente, el extracto
acuoso filtrado se dej6 enfriar y se transfiri6 a tubos en ensayo, se agitd
vigorosamente durante un minuto y se observo la formacion de espuma, asi como la

firmeza y duracion de la misma.

6.8.2. Reaccion de Kedde.

A una solucién de acido-3,5 Dinitrobenzoico al 3% en etanol se le agrega una solucién
de NaOH 2 M en etanol. El reactivo se agrega a 1 ml de extracto metandlico, la
aparicion de colores de rosa-violeta-rojizos se considera positivo para la presencia de

glucdsidos cardiotonicos (cardendlidos).

6.8.3. Reaccion de Shinoda.
A 2 ml de extracto metandlico en tubo se le agrega una gota de HCI, al agregar una
tira de magnesio la prueba se considera positiva flavonoides, si el extracto vira a

colores rojizos-violeta.
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6.8.4. Ensayo de FeCl3.

La prueba determina la presencia de compuestos con hidroxilos fendlicos. 0.05 g de
extracto metandlico fueron re suspendidos en capsulas de porcelana con etanol, el
lavado fue trasferido a un tubo de ensayo, se le afiadieron de 1-2 gotas de FeClI3 al
1% en etanol, la mezcla se dej6 reaccionar, la aparicién de colores violetas-azules u

oscuras se considera prueba positiva.

6.8.5. Ensayo de identificacion de triterpenos y esteroides.

En un tubo de ensayo, aproximadamente 0.05 g de extracto seco se llevaron a 1 ml
de cloroformo, una vez disuelto se le agregaron 1 ml de anhidrido acético, se mezclé
bien y finalmente se le agregaron a la mezcla 1-3 gotas de acido sulfdrico
concentrado. Esta prueba sefala la presencia de esteroides y triterpenoides, una
reaccion de cambio de color (verde para esteroides y rojizos para triterpenoides) se

considera positiva para estos compuestos (Aida et al., 2014).

6.9. Alcaloides

La prueba de alcaloides se realizd a partir de 0.5 g de muestra de hongo seco,
utilizando como control positivo tabaco y café. Todos los extractos se llevaron a un
volumen de HCl al 1% y se llevaron en agitacion sénica durante aproximadamente 20
minutos, se dejaron en extraccion durante toda la noche, se filtraron y dejaron enfriar.
Se tomaron alicuotas de 1 ml de cada extracto y de los controles positivos y se le

agregaron 2 gotas de los siguientes reactivos:
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6.9.1. Reactivo Dragendorff para identificar alcaloides.

A una solucion de 0.8 g de subnitrato de bismuto en 40 ml de agua se le afiadieron
10 ml de acido acético glacial y se mezclan con una solucién de 50 ml de solucién de
loduro de potasio al 40%. Se afiadieron 200 ml de 4cido acético glacial y se lleva a

1000 ml con agua.

6.9.2. Reactivo Mayer para identificar alcaloides.

A una solucion de 13.6 g de cloruro de mercurio (II) en 600 ml de agua se le afiaden
100 ml de loduro de potasio al 50%, se completa con agua destilada a 1000 ml. La
presencia de alcaloides en el extracto acido se hace evidente observando un

precipitado o turbidez en el tubo de reaccion.

6.10. Actividad antioxidante DPPH.

La capacidad antioxidante de los extractos se evalué a partir de la prueba DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo), este es un compuesto que se caracteriza por tener un radicar
libre, que es cedido ante la presencia de un compuesto antioxidante, de esa manera
se puede medir la capacidad de un compuesto (en este caso de los metabolitos
presentes en los extractos) de atrapar estos radicales libres. La cuantificacion de la
actividad antioxidante se realiza a partir de una medicion espectrofotométrica a 518

nm.

Para este ensayo 1 g de hongo seco y 5 g de dos productos comerciales con

contenido de extracto de Trametes versicolor y Ganoderma lucidum se llevaron a
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extracciéon con metanol y agua (70:30) en 20 ml toda la noche. 0.5 ml de extracto

filtrado se aforaron a 10 ml en solucién metanol y agua, finalmente 2 ml del extracto

diluido se agregaron a 2 ml de solucién DPPH (0.04 mg/ml) en un tubo de ensayo. Se

realizo la lectura en un espectrémetro a 518 nm a los 30 minutos de iniciada la prueba.

El porcentaje de inhibicién fue obtenido de la siguiente manera:

. iy e e ABSbco—ABSmuestra
% de inhibicion = hoo * 100

Donde:
ABS Bco.: Absorbancia de la muestra blanco

ABS muestra: Absorbancia de la muestra evaluada

Expresado en mg equivalentes - Trolox:

% de inhibicion _ ug Eq.Trolox
8.2874 " midesol

6.11. Determinacion del contenido de B-Glucanos

(A)

Para la identificacion de los polisacéaridos y especificamente los B-glucanos, se utilizd

un kit de determinacién de [B-glucanos para muestras alimenticias (KIT MIXED-

LINKKAGE BETA-GLUCAN “K-BGLU 07/20”) de Megazyme, el protocolo fue

realizado con algunas modificaciones, como se describe a continuacion:
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Todos los buffers mencionados en el método, asi como las enzimas y el reactivo

GOPOD fueron preparados a partir del protocolo descrito en el manual del KIT

MIXED-LINKKAGE BETA-GLUCAN “K-BGLU 07/20” de Megazyme.

a)

b)

d)

Las muestras de hongo seco fueron cortadas en trozos de 5 mm
aproximadamente y llevadas a un molino hasta obtener un fino polvo de la
muestra, de los cuales 200 mg fueron utilizados para la prueba.

Se agregaron a tubos de ensayo y fueron lavadas con una mezcla de etanol y
agua (50% v/v, 1 ml). Se agreg6 4 ml de buffer de fosfato de sodio a 20 mM
ajustado a pH de 6.5 y se agitaron vigorosamente en un vortex y se llevaron a
bafio maria durante 60 segundos, se agitaron vigorosamente y nuevamente se
llevaron a bafio maria durante 2 minutos a 100°C.

Una vez que se encontraron a temperatura ambiente, 0.2 ml de enzima
licanasa fueron agregados, los tubos se sellaron y se incubaron a 50°C durante
1 hora, con agitaciones cada 20 minutos.

Una vez terminada la incubacion fueron agregados a la mezcla 5 ml de buffer
acetato de sodio a 200 mM y ajustado a pH 4, se agitd vigorosamente. Una
vez alcanzada la temperatura ambiente los tubos se centrifugaron a 1000
fuerzas g durante 10 minutos.

Alicuotas de 0.1 ml de cada muestra fueron tomadas cuidadosamente y se
pasaron a nuevos tubos de ensayo (3 por cada muestra) a dos de ellos se les
agrego 0.1 ml de enzima B-glucosidasa que se encontraba en un buffer de
acetato de sodio a 50 mM y ajustado a un pH de 4, al tercer tubo (reaccion

blanco) se le afiadi6 solo 0.1 ml del buffer acetato de sodio.
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f) Todos los tubos fueron incubados a 50°C durante 20 minutos. 3 ml de reactivo
GOPOD fueron agregados a los tubos y se incubaron nuevamente a 50°C
durante 20 minutos, finalmente la reaccién fue leida a 510 nm en un
espectrofotometro, comparando los tubos de reaccién con su respectivo

blanco.

El calculo del porcentaje de B-glucanos contenido en la muestra se realizé con la
metodologia descrita en el KIT MIXED-LINKKAGE BETA-GLUCAN “K-BGLU

07/20” de Megazyme, con la formula siguiente:

1 100 162

FV
- 0 = — — X — —_—
B-glucan (% w/w)= AA X F X 01 X Too0 X W X g0 X D

=AAx£x FVv X D X 09
w

Donde:

AA = EI resultado de la absorbancia después del tratamiento con (-
glucosidasa menos el respectivo blanco.

F = Factor de conversién de los valores de absorbancia a micro gramos
de glucosa. 100 pg de D-glucosa / absorbancia para 100 u de D-
glucosa.

FV = Volumen final (9.4 ml en el método probado para este trabajo).
0.1 = Volumen de muestra analizada.

1/1000 = Conversion de pg a mg.
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100/W =

W =

162/180 =

Factor para expresar el contenido de (3-glucanos como porcentaje
de peso de la muestra

Pesos en mg de muestra analizada.

Factor para convertir la D-glucosa libre, tal como se ha determinado,
en anhidro-D-glucosa, como ocurre en el B-glucano.

Dilucion adicional antes de la incubacién con B-glucosidasa (si es

necesario).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1. Colecta e identificacion morfoldgica de especies.

Se logré la colecta de diferentes ejemplares de Ganoderma en diversas zonas del

municipio de Tlajomulco, Zapopan, asi como la localizacién de las especies de T.

versicolor y S. commune en regiones boscosas de Tapalpa y Mezcala. Los ejemplares

del género Ganoderma fueron colectados en diferentes especies de arboles.

En la tabla 5 se describen los ejemplares estudiados en este trabajo y se sefialan las

localidades de coleccién de las mismas.

Tabla 5. Imagen, descripcion, localizacion y sustrato de los hongos colectados y

estudiados en este trabajo.

Muestra

Descripcion

Localizacion y sustrato

Trametes versicolor

Diversidad de colores
concéntricos que van del azul
al ocre, de consistencia dura
como corteza y fuertemente
adherido al sustrato, poros
blancos.
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La muestra fue colectada en
un arbol muerto en zona alta
de bosque de Tapalpa,

Jalisco.




Schizophyllum

commune

Ganoderma

resinaceum

Hongo de color blanco/gris, de
laminas pardas, de
consistencia aterciopelada al

tacto.

Hongo sin pie, fuertemente
adherido al sustrato y de color
rojizo maron, presencia de laca
caracteristica del genero
Ganoderma, de consistencia

dura.

Hongo adherido fuertemente al
sustrato de colores
concéntricos, que van del
marrén rojizo a café, borde
blanco y/o amarillento, poros
blancos que luego son pardos,
presencia de laca, de

consistencia dura.

La muestra fue colectada de
un tronco en la zona de

Mezcala, Jalisco

Diferentes ejemplares (tres
en total) fueron colectadas
de Casuarina equisetifolia,
Bauhinia variegata y
Eucalyptus sp., en zonas
aledainas de Tlajomulco y
Zapopan en el Estado de

Jalisco.

Los ejemplares (cuatro en
total) fueron colectadas de
Eucalyptus sp., Delonix regia
y Casuarina equisetifolia, en
zonas aledanas de
Tlajomulco en el Estado de

Jalisco.

7.2. ldentificacion taxondmica de muestras colectadas.

En la figura 9 se aprecian las caracteristicas de los ejemplares colectados de T.

versicolor y S. commune. Al) Basidiocarpo con lineas concéntricas de colores que
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van del azul y gris al pardo y café, caracteristicas presentes en T. versicolor que puede
presentar una amplia gama de colores, A2) y A3) Color de los poros en el ejemplar,
estructuras que van del color blanco a ligeramente amarillento o pardo. B1) Pequeiios

basidiocarpos con estructuras en formas de laminas presentes en S. commune que

van del color pardo al gris y B2) superficie del hongo con textura aterciopelada.

A1l)= Basidiocarpo de T. versicolor. A2, A3)= Poros blancos a pardos. B1)=
Estructuras en formas de laminas de S. commune. B2) Superficie ligeramente

aterciopelada del ejemplar.

Figura 9. Caracteristicas taxondmicas de los ejemplares de T. versicolor y S.
commune
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Descripcién del complejo Ganoderma.

La figura 10 muestra las caracteristicas del cuerpo fructifero, correspondiente al
ejemplar colectado de Ganoderma identificado. A) Lineas de crecimiento concéntrico
del cuerpo fructifero, caracteristicas de G. sessile, (Loyd et al., 2018), B) cuerpo
fructifero adherido al sustrato, puede notarse las lineas blancas en el borde del hongo,
caracteristicas propias de varias especies del género Ganoderma. C) estructura que
forma parte de los poros, de alrededor de 1.5 cm de largo, puede apreciarse una capa
sobrepuesta a los mismos, caracteristica que en ocasiones se presenta en G. sessile.
D) Poros blanquecinos, caracteristicas que presentan los ejemplares del género

Ganoderma.
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A)= Doble capa de poros, reportado en algunos ejemplares de G. sessile.

B)= Lineas de crecimiento. D)= Poros blancos caracteristicos de la

especie. C)= Cuerpos fructiferos de G. sessile, borde blanco/amarillento.

Figura 10. Caracteristicas taxondémicas de las especies G. sessile
colectadas.

La figura 11 sefiala algunas caracteristicas de los ejemplares del género G.
resinaceum colectados, A) y D) muestra la caracteristica laca, presente en la mayoria

de especies Ganoderma. En B) se puede apreciar los poros blancos del ejemplar.
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A) y D)= cuerpos fructiferos de G. resinaceum con borde amarillento y

presencia de resina caracteristica de la especie. B) y C)= poros blancos

presentes en los ejemplares colectados.

Figura 11. Caracteristicas taxondémicas de las especies G. resinaceum

colectadas.

La figura 12 muestra las esporas obtenidas de los ejemplares colectados, Torres-
Torres y colaboradores describen las esporas de algunas especies del complejo G.
sessile (debido a la forma sesilforme en la que crecen), que incluye a las especies G.
resinaceum y G. sessile, la descripcion de las esporas fotografiadas para este estudio

concuerda con las caracteristicas reportadas en otros trabajos (Loyd et al., 2018).
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A1l-A3= Basidiosporas de G. resinaceum. B1-B3=

Basidiosporas de G. sessile.

Figura 12. Basidiosporas vistas al microscopio

La revision de las caracteristicas de las esporas, con lo reportado por Torres-Torres
y colaboradores (2015), tanto G. resinaceum como G. sessile, han sido localizados
en México, en las zonas templadas del territorio, en Jalisco G. sessile ha sido
colectado en zonas de Zapopan y Ajijic, los ejemplares de este trabajo, como ya se

menciong, pertenecen a las zonas de Zapopan y Tlajomulco principalmente.
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La tabla 6 agrupa los ejemplares colectados asi como el sustrato correspondiente y
las claves utilizadas para su facil identificacion en el documento, ademéas se
mencionan los productos de importacion utilizados en comparacion en los analisis

fitoquimicos.

Tabla 6. Ejemplares de hongos colectados para el estudio, origen y claves de
identificacion de las muestras.

MUESTRA SUSTRATO / ORIGEN
Ganoderma resinaceum Eucalyptus sp.
Ganoderma resinaceum Delonix regia
Ganoderma resinaceum Casuarina equisetifolia

Ganoderma sessile Casuarina equisetifolia
Ganoderma sessile Bauhinia variegata
Ganoderma sessile Eucalyptus sp.
Ganoderma sessile Arbol muerto
Ganoderma sp. Arbol muerto
Trametes versicolor Arbol muerto
Schizophyllum commune Arbol muerto
Producto comercial con extracto de )
. Cépsulas
T. versicolor
Producto comercial con extracto de ;
) Céapsulas
G. lucidum
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Es importante mencionar que para la muestra GAM no fue posible precisar la especie
a la que pertenece, sin embargo se llevo a cabo el estudio fitoquimico con la finalidad

de comparar con otras muestras Ganoderma en este estudio.

7.3. TLC paraidentificaciéon de principales metabolitos.

A través de técnicas de TLC, se llevdé a cabo la identificaciébn de principales
metabolitos a partir de extractos metandlicos de ocho muestras de hongos del género
Ganoderma, una muestra correspondiente a T. versicolor y una mas de S.
commune. Los resultados se compararon con las propiedades quimicas de dos
productos que actualmente se encuentran en el mercado nacional, un producto que
contiene extracto comercial de T. versicolor (Productol) y otro con extracto comercial

de G. lucidum (Producto?2).

La figura 13 (A-B), muestra el resultado de asperjar la placa TLC con el reactivo
Lieberman-Burchard (LB), y los Rf calculados de las manchas obtenidas. En general
se observa en la mayoria de las muestras, la identificaciéon de saponinas (Rf=0.77)
asi como de metabolitos que presentan, segun la reaccion observada, una estructura

lactonica (Rf= 0.62) que se identifica con manchas de color gris oscuro al centro.

Otros metabolitos de interés identificados corresponden a triterpenos, los cuales se
indican en color morado y fueron revelados con el Rf=0.40; en el Rf=0.14 se
presentan manchas amarillas que corresponden a compuestos amargos con la
excepcion de las muestras GsC y GsE, en donde el mismo Rf=0.14 indic6 manchas

de color café, que son positivas para lactonas.
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Cabe mencionar que en la muestra de Ganoderma sp. (GAM) se observaron dos
metabolitos que, al asperjar con el reactivo (LB), se tornaron de color verde, lo que
puede indicar que cuenta con dos metabolitos de caracteristicas esteroidales
(Rf=0.77 y 0.65), propiedad que no se aprecia en otros extractos de muestras

Ganoderma.

En lo que respecta a los productos de comparacion, de manera visual, se aprecian
algunas similitudes fitoquimicas, principalmente en la presencia de los metabolitos
identificados con el Rf=0.77 y 0.62 correspondientes a compuestos esteroidales y
lactonicos respectivamente, sin embargo los mismos se encuentran a una menor

concentracion con respecto a lo presente en hongos colectados.
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Rf=0.98

Rf=0.77
Rf=0.62
Rf=0.58

Rf=0.40

Rf=0.14

GrE GrDR GrC GsC GsB GsE

Rf=0.99

Rf=0.77

Rf=0.62
Rf=0.58

Rf=0.65

GrE= G. resinaceum/Eucalyptus sp. GrDr= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G.
resinaceum/Casuarina equisetifolia. GsC= G. sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G.
sessile/Bauhinia variegata. GSE= G. sessile/Eucalyptus sp. GAM= Ganoderma sp.
GsAM= G. sessile/arbol muerto. T.v=T. versicolor. S.c. = S. commune. P1= producto
comercial 1. P2= Producto comercial 2.

Figura 13. Placas TLC revelada con reactivo Lieberman-Burchard.
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La figura 14 muestra las placas TLC luego de ser reveladas con reactivo
anilsaldehido En A) se aprecian reacciones en azul/verde Rf=0.76, lo que puede
indicar que los metabolitos identificados poseen una estructura compleja que incluye
un grupo esteroide; Rf= 0.62 en color gris o café oscuros, que indican glucésidos
cardioténicos, ademéas en color rosa indicado con el Rf=0.57, podria sefialar
saponinas o triterpenos. El Rf sefialado con 0.27, presente en el extracto GAM es

una caracteristica ausente en el resto de las muestras.

En lo que respecta a los productos de comparacion, en el producto que contiene
extracto de T. versicolor se aprecia la presencia de un metabolito con Rf=0.76 y Rf=
0.62, que también se aprecia en el producto que contiene extracto de G. lucidum
ambos en una concentracion menor en comparacién con las muestras de hongos

colectadas.
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GrE GrDR GrC GsC GsBV GsE

Rf=0.98

Rf=0.76

Rf=0.62
Rf=0.57

Rf=0.27

GrE GrDR GrC GsC GsBV GSE GAMGSAM T.v S.c. P1 P2

A) Visualizado a 320 nm y B) muestras en comparacion con productos prototipo. GrE=
G. resinaceum/Eucalyptus sp. GrDr= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G.
resinaceum/Casuarina equisetifolia. GsC= G. sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV=G.
sessile/Bauhinia variegata. GSE= G. sessile/Eucalyptus sp. GAM= Ganoderma sp.
GsAM= G. sessile/arbol muerto. T.v= T. versicolor. S.c. = S. commune. P1= producto
comercial 1. P2= Producto comercial 2.

Figura 14. Placas TLC, reveladas con reactivo Anilsaldehido.
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La figura 15 muestra placas TLC reveladas con el reactivo Cloruro de antimonio, los
compuestos identificados con Rf=0.56 reaccionaron al asperjar la placa tornandose
de color amarillo, lo que sugiere la presencia de esteroides. En B) los metabolitos
identificados con Rf=0.62 aparecieron después de asperjar y calentar la placa. La

coloracion azul brillante indica presencia de triterpenos

En las placas TLC, los extractos identificadas como GrDR y GSE demostraron una
concentracion mayor del compuesto identificado con el Rf=0.75. Para el compuesto
identificado con el Rf=0.63 se observé en mayor concentracion en GrDR, GsC y GsE.
Los extractos GsC, GsBV y T.v. mostraron mayor concentracién del compuesto

identificado como posible lactona (Rf: 0.63).

Nuevamente P1 y P2 presentaron una concentracion mas baja en los metabolitos

fitoquimicos encontrados.
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Rf=0.97

Rf=0.75

Rf=0.63
Rf=0.56

GIE GrDR GrC GSC G8BV GsE

Rf=0.99

Rf=0.77

Rf=0.67 Rf=0.65

Rf=0.62

B

GAM GsAM T‘V S(C. L P2

GrE= G. resinaceum/Eucalyptus sp. GrDR= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G.
resinaceum/Casuarina equisetifolia. GsC= G. sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G.
sessile/Bauhinia variegata. GSE= G. sessile/Eucalyptus sp. GAM= Ganoderma sp.
GsAM= G. sessile/arbol muerto. T.v= T. versicolor. S.c. = S. commune. P1= producto

comercial 1. P2= Producto comercial 2.

Figura 15. Placas TLC, reveladas con cloruro de antimonio.
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En la figura 16 se aprecia el resultado de placas TLC asperjadas con reactivo acido
p-toluensulfonico, los metabolitos identificados con Rf=0.62 y 0.75 son positivos para

esteroides, ya que se volvieron fluorescentes al calentar la placa una vez asperjada.

Otras reacciones incluyen el Rf=0.56 que se torné amarillo al asperjar la placa,
ademas en los extractos identificados como GsC y GsE se aprecian compuesto con

una reaccion similar, identificados con Rf=0.16 y 0.10.

En B) los compuestos identificados con Rf= 0.65 aparecieron solo después de
asperjar la placa con acido p-toluensulfénico, y a la luz UV 365 nm se observan de

color azul.
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Rf=0.98

Rf=0.75

Rf=0.62
Rf=0.56

GrE GrDR GrC GsC GsBV GsE

Rf=0.75

Rf=0.65
Rf=0.62

GAMGsAM #.v. S.c. P1 P2

GrE= G. resinaceum/Eucalyptus sp. GrDR= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G.

resinaceum/Casuarina equisetifolia. GsC= G. sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G.
sessile/Bauhinia variegata. GSE= G. sessile/Eucalyptus sp. GAM= Ganoderma sp.
GsAM= G. sessile/arbol muerto. T.v= T. versicolor. S.c. = S. commune. P1= producto

comercial 1. P2= Producto comercial 2.

Figura 16. Placas TLC, reveladas con reactivo &cido p-toluensulfonico.
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A manera de resumen, las tablas 7 a la 17 agrupan los diferentes metabolitos
identificados de los extractos metandlicos de los hongos de G. resinaceum (GrE,
GrDR, GrC), G. sessile (GsC, GsBV, Gsk, GsAM), una muestra del género
Ganoderma de la cual no se ha precisado la especie, extractos de T. versicolor y S.
commune, asi como productos de importacién que contienen extractos comerciales

de T. versicolor y S. commune.

La informacion obtenida indica que todos los ejemplares comparten similitud en
ciertas caracteristicas fitoquimicas importantes. Con base en los resultados
mostrados en las tablas se distingue, la presencia de 3 metabolitos principales en los
extractos de hongos y productos comerciales. El primero de ellos identificado con el
Rf=0.98, presente todos los extractos del estudio, las reacciones de coloracion con
los diferentes reactivos indican que dicho metabolito puede tratarse de compuestos
amargos y/o lactonas, existe también similitud en la presencia del compuesto
identificado con Rf= 0.77, presente en todos los extractos, en la mayoria de ellos la
reaccion indica que se trata de un compuesto de caracteristicas esteroides
(coloracion verde), en algunos otros indica presencia de saponinas esteroidales y
triterpenos (coloracion rosa en TLC con reactivo Lieberman-Burchard por ejemplo),
un tercer metabolito presente en todos los extractos, identificado con el Rf= 0.62
posee, segun los resultados analizados, una estructura compleja, de caracteristicas
esteroide, asi como positivo para compuestos lacténicos, pudiendo corresponder a
metabolitos como los glucésidos cardioténicos dado que este tipo de compuestos

tienen dichas caracteristicas en sus estructuras.
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Tabla 7. Rf y reacciones en placas TLC para la muestra de G. resinaceum /
Eucalyptus sp.

Rf CALCULADOS Y REACCIONES EN PLACAS TLC REVELADAS

Lieberman- Anilsaldehido Cloruro de Acido p-
Muestra Burchard antimonio toluensulfénico
Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion
0.98 café 0.98 marroén 0.97 blanco 0.98 blanco
0.77 morado claro |0.76 café 0.75 azul 0.75 \::?a:(rjc?
0.71 verde 0.75 verde claro 0.63 amarillo 0.62
0.62 café oscuro |0.62 marron 0.56 amarilio 0.35 morado
GrE obscuro opaco
0.58 café 0.57 café 0.25 violeta 0.12 morado
0.40 morado 0.40 morado 0.10 verde
claro
014 amarilo |0.24 Morado
claro
0.09 rojizo

GrE= G. resinaceum localizado en Eucalyptus sp. Rf= Frente de retencién calculado

Tabla 8. Rf y reacciones en placas TLC para la muestra de G. resinaceum / Delonix
regia.

Rf CALCULADOS Y REACCIONES EN PLACAS TLC REVELADAS
Lieberman- Cloruro de p-

Muestra Burchard Anilsaldehido antimonio toluensulfénico

Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion

0.98 café 0.98 marrén 0.97 blanco 0.98 blanco
077 Morado 1,0 ate 0.75 azul 075  Verde
claro claro

0.71 verde 0.75 verde claro | 0.63 amarillo 0.62
0.62 café oscuro [0.62 marron 0.56 amarillo 0.50 morado

GrDR obscuro opaco
0.58 café 0.57 café 0.25 violeta 0.35 morado
0.40 morado 0.40 morado 0.12 morado
) morado verde
0.14 amarillo 0.24 claro 0.10 claro
0.09 rojizo

GrDR= G. resinaceum localizado en Delonix regia. Rf= Frente de retencion calculado
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Tabla 9. Rf y reacciones en placas TLC para la muestra de G. resinaceum /
Casuarina equisetifolia

Rf CALCULADOS Y REACCIONES EN PLACAS TLC REVELADAS
Lieberman- Anilsaldehido Cloruro de p-

Muestra Burchard antimonio toluensulfénico
Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacibn Rf Indicacion

0.98 café 0.98 marron 0.97 blanco 0.98 blanco

0.77 mc(?;?go 0.76 café 0.75 azul 0.75 verde claro

0.62 café oscuro| 0.75 verdeclaro | 0.63 amarillo | 0.62

SIS 058 caférosa |0.62 @ MAMON | gg amarilio | 5 ado
obscuro opaco
0.40 morado 0.57 café 0.25 violeta | 0.35 morado
0.14 amarillo | 0.40 morado 0.10 verde
0.24 morado claro
0.09 rojizo

GrDR= G. resinaceum localizado en Casuarina. Rf= Frente de retencién calculado

Tabla 10. Rf y reacciones en placas TLC para la muestra de G. sessile / Casuarina
equisetifolia

Rf CALCULADOS Y REACCIONES EN PLACAS TLC REVELADAS
Anilsaldehido

Lieberman- Cloruro de p-
Muestra Burchard antimonio toluensulfénico

Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion

café marron blanco blanco

0.77 mg;arlgo 0.76 café 0.75 azul 0.75 verde claro

0.71 verde 0.75 verdeclaro | 0.63 amarillo | 0.62

0.62 café oscuro | 0.62 marron 0.56 amarilio 0.50 morado
obscuro opaco

0.58 café 0.57 café 0.25 violeta 0.35 morado

0.40 morado 0.40 morado 0.09 anaranjado

0.14 café 0.24 morado claro

0.08 amarillo | 0.09 rojizo

GsC= G. sessile localizado en Casuarina. Rf= Frente de retencion calculado
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Tabla 11. Rf y reacciones en placas TLC para la muestra de G. sessile / B. variegata

Rf CALCULADOS Y REACCIONES EN PLACAS TLC REVELADAS

Lieberman- Anilsaldehido Cloruro de p-
Muestra Burchard antimonio toluenosulfénico
Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion
0.98 Café 0.98 Marrén 0.97 Blanco | 0.98 Blanco
0.77 Mg;?go 0.76 Café 0.75 azul 0.75 Verde claro
0.62 Caré 0.75 verdeclaro | 0.63 amarillo | 0.62
oscuro
, Marrén amarillo
GsBV VBt café 0.62 ObSCUIO 0.56 opaco 0.50 morado
0.14 Amarillo |0.57 Café 0.25 Violeta | 0.35 morado
0.40 morado 0.10 Verde claro
0.24 Morado
claro
0.09 Rojizo

GsBV= G. sessile localizado en B. variegata. Rf= Frente de retencién calculado

Tabla 12. Rf y reacciones en placas TLC para la muestra de G. sessile / Eucalyptus
sp.

Rf CALCULADOS Y REACCIONES EN PLACAS TLC REVELADAS
Lieberman- Cloruro de p-

Burchard Anilsaldehido antimonio toluensulfénico

Rf Indicacion | Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion

Muestra

0.98 Café 0.98 Marrén 0.97 Blanco 0.98 Blanco
0.77 Mg;"’r‘go 076 café |0.75 azul 0.75 Verde claro
0.62 Cafe 0.75 verde claro | 0.63 amatrillo 0.62
0Scuro
= 058  café  |062 Marmon e amarillo o0 0ad0
obscuro opaco
0.40 morado | 0.57 Café 0.25 Violeta 0.35 morado
0.14 café 0.40 morado 0.12 morado
0.24 Morado 0.09 anaranjado
claro
0.09 Rojizo

GsE= G. sessile localizado en Eucalyptus sp., Rf= Frente de retencion calculado
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Tabla 13. Rf y reacciones en placas TLC para la muestra de G. sessile/arbol muerto

Rf CALCULADOS Y REACCIONES EN PLACAS TLC REVELADAS

Lieberman- Anilsaldehido Cloruro de p-
Muestra Burchard antimonio toluensulfénico
Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion Rf Indicacion
0.98 rosa opaco | 0.99 violeta 0.99 rosa 0.76 azul
0.80 rosa 0.78 violeta 0.80 rosa 0.65 azul
0.78  Verde 0.62 morado | .77 verde 0.62 azul
—— amatrillo con
S
0.62  rosa 0.62 Mmancha
oscura al
centro
0.58 rosa
0.24 azul claro

GsAM= G. sessile localizado en tronco de un arbol muerto. Rf= Frente de retencion

La tabla 14 corresponde a los diferentes metabolitos presentes en el extracto
metandlico obtenido de una muestra de hongo del género Ganoderma, en dénde
puede observarse la presencia de dos compuestos esteroides identificados con
Rf=0.78 y 0.65 en las placas reveladas con reactivo Lieberman-Burchard, indicando
color verde en ambos, caracteristica no presente en el resto de los extractos

obtenidos a partir de hongos del género Ganoderma en este estudio.

En el mismo extracto se identifica un metabolito con el Rf=0.27, que reacciona en
color violeta con el reactivo Lieberman-Burchard lo que puede indicar la presencia

de un compuesto triterpénico.
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Tabla 14. Rfy reacciones en placas TLC para la muestra de Ganoderma sp.

Rf CALCULADOS Y REACCIONES EN PLACAS TLC REVELADAS

ey Anilsaldehido  Cloruro de antimonio p-toluensulfénico
Muestra Burchard
Rf Indicacion Rf Indicacion \ Rf Indicacion Rf Indicacion
0.98 rosaopaco|0.99 Vvioleta 0.99 rosa 0.76 azul
0.80 rosa 0.78 violeta 0.80 rosa 0.65 azul
0.78 Verde 0.62 morado | 0.77 verde 0.62 azul
0.65 verde 0.27 morado 0.67 verde
intenso
SRV 0,62 rosa 0.65 amarillo
amarillo con
0.58 rosa 0.62 mancha oscura
al centro
0.27 violeta 0.27 amarillo
0.21 azul claro

G.M.= Hongo Ganoderma sin definir especie. Rf= Frente de retencion calculado

Tabla 15. Rfy reacciones en placas TLC para la muestra de T. versicolor.

Rf CALCULADOS Y REACCIONES EN PLACAS TLC REVELADAS

Lieberman- . . . . -
Muestra Burchard Anilsaldehido  Cloruro de antimonio toluenogulfénico
Rf Indicacion Rf Indicacion  Rf Indicacion Rf Indicacion
098  '95% 1099 violeta | 0.99 rosa 0.76 azul
opaco
0.8 rosa 0.78 violeta 0.77 azul 0.65 azul
0.78 Verde 0.62 morado 0.65 amatrillo 0.62 azul
T.v. amarillo con
0.62 azul 0.62 mancha oscura
al centro
0.58 rosa
0.27 azul claro

T.v.= Trametes versicolor. Rf= Frente de retencién calculado
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Tabla 16. Rf y reacciones en placas TLC para la muestra de S. commune.

PERFIL FITOQUIMICO DE LAS CEPAS DE HONGOS COLECTADOS

Muestra

S.c.

Lieberman-
Burchard
Rf Indicacion

0.98 rosa opaco
0.78 Verde
0.62 azul
0.58 verde
0.27 azul claro

Anilsaldehido
Rf Indicacion
0.99 violeta
0.78 violeta
0.62 morado

Rf
0.99
0.77
0.65

0.62 mancha oscura

Cloruro de
antimonio

Indicacién
rosa
azul

morado
amatrillo con

al centro

p_

toluenosulfénico

Rf
0.76
0.65
0.62

Indicacién
azul
azul
azul

S.c.= Schizophyllum commune. Rf= Frente de retencion calculado

En la tabla 17 se agrupan los metabolitos presentes en los productos que contienen
extractos comerciales de T. versicolor y G. lucidum, se observa la presencia de,
principalmente, metabolitos de caracteristicas esteroides y triterpenos y la aparente
ausencia de lactonas y/o compuestos amargos que si estan presentes en los

extractos obtenidos de las muestras de hongos colectadas.

Tabla 17. Rf y reacciones en placas TLC para los extractos comerciales de T.
versicolor y G. lucidum.

PERFIL QUiMICO DE PRODUCTOS DE IMPORTACION
Lieberman-

Cloruro de p-
antimonio toluenosulfénico

Indicacion Rf Indicacion

Burchard Anilsaldehido

Rf Indicacion Rf

Muestra

Indicacion Rf

0.98 rosaopaco | 0.99 violeta 0.62 rosa 0.76 azul
0.80 rosa 0.78 violeta 0.65 azul
0.62 rosa 0.62 morado 0.62 azul
0.80 rosa 0.62 morado 0.62 rosa 0.76 azul
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0.78 verde 0.65 azul
0.62 rosa 0.62 azul

P1= Extracto comercial de T. versicolor. P2= Extracto comercial de G. lucidum. Rf= Frente de
retenciéon calculado.

7.4. TLC paraidentificacién de Lactonas.
Para el reactivo de Baljet y Lieberman las lactonas se presentan con coloracion café
sobre la placa revelada con hidroxilamina ferrosa, las cuales se observan como

manchas brillantes a luz UV (365 nm).

La tabla 18 sefiala la relacién de resultados para la identificacion de lactonas
mediante la reaccidén con reactivo Baljet, comparada con la identificacién para el
reactivo Lieberman e hidroxilamina ferrosa para compuestos lacténicos.

Tabla 18. Identificacidon de compuestos lacténicos en TLC mediante la comparacion

de las reacciones de tres diferentes reactivos.

Hidroxilamina
ferrosa
Rf Reaccioén Rf Coloracion Rf Reacciodn

Baljet Lieberman

Muestra

0.98 + 0.98 café 0.98 +

0.62 + 0.62 Café oscuro | 0.62 +

0.17 + 0.17 café

0.11 + 0.11 café

0.98 + 0.98 café 0.98 +

0.62 + 0.62 Café oscuro | 0.62 +

0.17 + 0.17 café

0.11 + 0.11 café

0.98 + 0.98 café 0.98 +
0.62 Café oscuro

0.62 + 0.17 Café 0.62 +
0.11 café

0.98 + 0.98 café 0.98 +

0.62 + 0.62 Café oscuro | 0.62 +
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0.11 + 0.17 Café

0.11 Café
0.98 + 0.98 café 0.98 +
0.62 +
0.54 + 0.62 Café oscuro
0.17 + 0.17 café 0.62 *
0.05 +
0.98 + 0.98 café 0.98 +
0.62 + 0.62 Café oscuro | 0.62 +
0.17 +
0.11 + 0.17 café
0.05 +

GrE= G. resinaceum/Eucalyptus sp. GrDr= G. resinaceum/Delonix regia. GrC=
G. resinaceum/Casuarina equisetifolia. GsC= G. sessile/Casuarina
equisetifolia. ~GsBV=  G. sessile/Bauhinia variegata. @GsE= G.

sessile/Eucalyptus sp.

La figura 17 sefala los compuestos lactonicos observados por la reaccion de

Lieberman, confirmados por el reactivo de Baljet.
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Rf=0.98

Rf=0.62
Rf=0.51

Rf=0.1
Rf=0.11
Rf=0.05

GrE= G. resinaceum/Eucalyptus sp. GrDR= G. resinaceum/Delonix

regia. GrC= G. resinaceum/Casuarina equisetifolia. GsC= G.
sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G. sessile/Bauhinia variegata.

GsE= G. sessile/Eucalyptus sp.

Figura 17. A) Placa TLC con reactivo Baljet, B) placa TLC con reactivo
Lieberman-Burchard.

La placa asperjada con el reactivo de Baljet confirmé la presencia de lactonas para
el Rf=0.98 y Rf=0.62 para los extractos GrE, GrDR, GrC, GsC, GsBV, GsE, ademas
en Grig, GrDR, GsC, y GsE se detectd la presencia de lactonas en Rf= 0.11, las
cuales también fueron detectadas por el reactivo de Kedde, que permanecieron

visibles cambiando a color café.

Para este trabajo se considera como compuestos lactonicos aquellos que estan

confirmados con el reactivo Baljet, (Rf=0.98, 0.62, 0.11). Lo anterior confirma la
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presencia de una estructura lactonica presente en el metabolito identificado con el

RF=0.62.

7.5. TLC paraidentificacién de Glucosidos cardiotonicos.

La tabla 19 agrupa los resultados obtenidos de la identificacion de Glucésidos
cardiotonicos en placas TLC. Para revelar la presencia de estos metabolitos se
comparo la reaccion de Kedde con lo mostrado en la reaccion de Lieberman, ambos
reaccionaron con el grupo lactonico con la diferencia de que el reactivo de Kedde
reacciona cuando una estructura lactonica esta unida a un grupo de naturaleza
esteroide. La evidencia de ello es que la reaccion de Kedde no permanece al
encontrarse con glucésidos cardiotonicos y si lo hace en presencia de lactonas; por
otro lado los reactivos p-toluensulfénico y cloruro de antimonio detectaron la
presencia de compuestos con estructuras esteroidales, lo anterior concuerda con la
prueba de Kedde en TLC la cual fue positivo para glucésidos, compuestos que en su
estructura existe un grupo lacténico y un grupo esteroide unido a una cadena de

azucares.

Tabla 19. Comparacion de Rf y reaccidn sobre placa TLC para identificacion de
lactonas.

Kedde Lieberman

Muestra
Reaccion Reaccion

Violeta Café oscuro
0.11 Violeta que Fambla a 0.11 Café claro
café
0.62 Violeta 0.62 Café oscuro
0.11 Violeta que ’cambla a 0.11 Café claro
café
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0.11 Violeta que ,cambla a 0.11 Café claro
café

0.62 Violeta 0.62 Café oscuro

011 | Violetaquecambiaa 0.11 Café claro
café

0.62 Violeta 0.62 Café oscuro

0.62 Violeta 0.62 Café oscuro

0.11 Violeta que ,cambla a 0.11 Café claro
café

0.62 Violeta 0.62 Café oscuro

0.62 Violeta 0.62 Café oscuro

0.62 Violeta 0.62 Café oscuro

0.62 Violeta 0.62 Café oscuro

GrDR= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G. resinaceum/Casuarina equisetifolia.
GsC= G. sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G. sessile/Bauhinia variegata.
GsE= G. sessile/Eucalyptus sp. GM= Ganoderma sp. GsAM= G. sessile/arbol

muerto. T.v=T. versicolor. S.c.= S. commune

En la figura 18 se aprecia una placa TLC revelada con cloruro de antimonio para la

identificacion de glucésidos cardiotdnicos, las manchas con Rf=0.62 son positivas

para estos compuestos.
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Rf=0.62

GAM= Ganoderma sp. GsAM= G. sessile/arbol muerto.
T.v= T. versicolor. S.c.= S. commune. P1= producto
comercial 1. P2= Producto comercial 2.

Figura 18. TLC revelada con reactivo de Cloruro de antimonio

GrDR= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G. resinaceum/Casuarina equisetifolia.

GsC= G. sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G. sessile/Bauhinia variegata. GSE= G.
sessile/Eucalyptus sp. T.v=T. versicolor. S.c. = S. commune.

Figura 19. Reaccion de Keede para compuestos glucésidos.
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Para confirmar la presencia de compuestos del tipo glucésido de llevé a cabo una
prueba de Keede en tubo. La figura 19 muestra el resultado (la coloracion

rojizo/violeta se considera positivo para glucésidos cardiotdnicos).

7.6. TLC para identificacion de cumarinas.
Para los extractos Gri, GrDR, GrC, GsC, GsBV, GSE y T.v., se observo la presencia
de cumarinas, es decir, manchas de color azul brillante con un Rf=0.20, al asperjar

la placa TLC con KOH.

7.7. Pruebas de identificacion por formacion de grupos cromogénicos.
La tabla 19 muestra el tamizaje quimico para los ensayos realizados mediante
reaccion de precipitacion de metabolitos y la formacién de grupos cromogénicos,

esto para extractos etandlicos.
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Tabla 20. Tamizaje de metabolitos contenidos en las muestras.

Reactivo Kedde Reaccion

Muestra Saponinas (Glucésidos Shinoda Fe.CI3 Alcaloides Esteroides Triterpenos
S ; (taninos)
cardioténicos) (flavonoides)

GrE + + - - + + + +
GrDR + + + - - + + +
GrC + + + + + - - + + + +
GsC + + + + - - + + + +
GsBV +++ + - - +++ + +
GsE ++ ++ + - -

T.v. ++ - - -

S.c ++ + ++ + - + - + -

GrDR= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G. resinaceum/Casuarina equisetifolia. GsC= G.
sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G. sessile/Bauhinia variegata. GSE= G. sessile/Eucalyptus
sp. T.v= T. versicolor. S.c. = S. commune. (-) Ausente, (+) Presente, (++) Abundante, (+++) Muy

abundante.

El tamizaje quimico destaca la presencia de alcaloides, saponinas y glucésidos
cardioténicos. Los extractos GriE, GrDR, GrC, GsC, GsBV, GsE, T.v., dieron positivo
para alcaloides en las pruebas de precipitacion Dragendorff y Meyer, las reacciones
de precipitacion de metabolitos no indicaron la presencia de compuestos taninos y

flavonoides.

Para las especies S. commune y T. versicolor, se ha reportado en estudios
fitoquimicos recientes (Manjusha, 2020) y similares a los presentados en este
trabajo, positivo para la presencia de alcaloides, terpenoides, glucoésidos y
saponinas, esto en extractos metanolicos. En otro estudio fitoquimico similar

(Harewati et al., 2021) para extractos etandlicos, se ha reportado la presencia de
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cumarinas, taninos, esteroides, flavonoides y la ausencia de saponinas, triterpenos
y alcaloides para S. commune, y para T. versicolor, se identificd la presencia de
cumarinas, taninos, saponinas, triterpenos y flavonoides, asi como la ausencia de

alcaloides y esteroides.
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GrE= G. resinaceum/Eucalyptus sp. GrDR= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G.
resinaceum/Casuarina equisetifolia. GsC= G. sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G.
sessile/Bauhinia variegata. GSE= G. sessile/Eucalyptus sp. T.v= T. versicolor. S.c.= S.

commune.

Figura 20. A) Prueba rapida de saponinas. B) Prueba de precipitacion de alcaloides.
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GrE= G. resinaceum/Eucalyptus sp. GrDR= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G.
resinaceum/Casuarina equisetifolia. GsC= G. sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G.
sessile/Bauhinia variegata. GSE= G. sessile/Eucalyptus sp. GAM= Ganoderma sp.

GsAM= G. sessile/ arbol muerto. T.v=T. versicolor. S.c. = S. commune.

Figura 21. Prueba en tubo para identificacion de esteroides y triterpenos

La figura 21 ilustra el resultado de la prueba para identificacion de esteroides y
triterpenos, la reaccion resulté en un cambio de color al agregar el &cido sulftrico al
lavado en cloroformo del extracto metandlico, dicho cambié de color fue del violeta
rojizo al verde en el caso de todas las muestras del género Ganoderma, para la
muestra T.v. la reaccion fue del ligeramente rojizo al verde y en S.c. los colores

fueron desde ligeramente violeta al azul verdoso.
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En la tabla 21 se resume los principales metabolitos identificados en los extractos de
hongos G. resinaceum, G. sessile, T. versicolor, S. commune. Se aprecian las
similitudes y diferencias encontradas entre los ejemplares de la misma especie

localizados en los diferentes sustratos.

Para los ejemplares de G. sessile y G. resinaceum, existen similitudes de metabolitos
identificados: uno de caracteristicas esteroidales (Rf=0.71), otro de tipo glucésido
(Rf=0.62) y un tercero que pudiera corresponder a saponinas esteroidales (Rf=0.77).
Ambas especies, muestran también, diferencias entre metabolitos de caracteristicas
lacténica principalmente; las pruebas fitoquimicas sefialan que los ejemplares

colectados en C. equisetifolia presentan un menor nimero de estos compuestos.

Las diferencias en las caracteristicas fitoquimicas entre ejemplares colectados
sugieren que, los principales metabolitos identificados son propios de la especie, sin
embargo, el sustrato del cual es colectado el hongo, puede ser un factor adicional en
la variacion de dichas propiedades fitoquimicas entre ejemplares de la misma

especie.
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Tabla 21. Resumen de metabolitos identificados en las muestras de hongos: G.
resinaceum, G. sessile, T. versicolor, S. commune.

Especie Sustrato Esteroides Lactonas GIupogdps Triterpenos | Alcaloides Saponinas
cardiotonicos
Euczg’ptus + ++++ + + + +
G D + 4+t + + + +
resinaceum Regia
CEEEIE + ++ ++ + + + ++
equisetifolia
Casuarina
equisetifolia tt Tt t+ ++ t
Bauhinia
variegata + +++++ + ++ + ++ +
G. sessile
Eucaslgptus + bttt |+ + ++
arbol +++ - + N/D N/D
muerto
Ganoderma arbol . + + N/D N/D
sp. muerto
I arbol ++ + + + + +
versicolor muerto
> el L - L - Ll
commune muerto

() Ausente, (+) Presente, (++) Abundante, (+++) Muy abundante. N/D = No
detectado. (+) Positivo solo en prueba TLC.




Los resultados del estudio preliminar fitoquimico concuerdan con lo presentado en
algunos trabajos con otras especies de Ganoderma. (Shah et al., 2014) reportaron
para los extractos metanolicos de G. lucidum, tener la mayor cantidad y variedad de
compuestos presentes comparado con otros extractos, identificaron compuestos
glucésidos, triterpenos, esteroides, fenoles y taninos. Dora & Hena (2017) realizaron
una evaluacion fitoquimica de G. lucidum a partir de extractos metandlicos y fueron
identificados metabolitos de tipo alcaloides, saponinas, glucésidos, triterpenos y
flavonoides.

En G. resinaceum, algunos autores (Peng et al., 2013), (Niu et al., 2007) ya habrian
reportado compuestos triterpenos con actividades terapéuticas anticancerigenas.
(Chen y colaboradores (2018) reportaron también triterpenos contenidos en
extractos etandlicos y evaluaron actividad inhibitoria de dichos metabolitos sobre a-

glucosidasa.

Asi mismo compuestos esteroides, triterpénicos, alcaloides y cardendlidos han sido
reportados para T. versicolor (Leliebre et al., 2016). Por otro lado (Chaturvedi et al.,
2018) identificaron taninos, alcaloides y saponinas en el extracto etandlico de S.

commune.
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7.8. Actividad reductora del radical DPPH
La figura 14 seiala los resultados de la prueba DPPH para todos los extractos
metandlicos obtenidos de los ejemplares de hongos colectado en este estudio, asi

como de los dos productos comerciales de comparacion.

ACTIVIDAD REDUCTORA DEL RADICAL DPPH

GrE = +3.70
GrDR = +2.87
GrC =414
GsC I 116.97
GsBV ml-——5.05
GsE 129.16
GSAM | +34.53
GAM | — 160.20
Tv. 119.73

Especies de hongos

Sc I 55,94
P1I NSRS 23.66
P2 ®——268

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00
(Mg Eq.Troon)/ (mL de solucion)

GrE= G. resinaceum/Eucalyptus sp. GrDR= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G.
esinaceum/Casuarina equisetifolia. GsC= G. sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G.
sessile/Bauhinia variegata. GSE= G. sessile/Eucalyptus sp. GM1= Ganoderma sp.
GsAM= G. sessile/arbol muerto. T.v=T. versicolor. S.c. = S. commune. P1= producto

comercial 1. P2= Producto comercial 2.

Figura 22. Porcentaje de capacidad reductora del radical DPPH.
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Los resultados de la prueba DPPH para medir capacidad antioxidante demuestran la

diferencia que existe entre los extractos, GSE, GsAM, GAM, (29.16, 34.53, 60.20

Eq.Trolox
94 ug £q
ml de sol.

, respectivamente) que pertenecen a hongos de la misma especie,

dichos extractos asi como S.c., superan la capacidad antioxidante de los productos

g Eq.Trolox

. Eq.Trolox
comerciales (55.94 £ #g Eq.Trolox

), P1y P2 (23.66, 2.68 & , respectivamente)

ml de sol. ml de sol.

En 2013, Jaejung-Lee y colaboradores, realizaron estudios sobre el potencial
antioxidante de varias especies de basidiomicetos a partir del cultivo de micelio de
los mismos, probaron extractos etandlicos del cultivo donde se evaluaba la
capacidad de S. commune y T. versicolor en la actividad DPPH, siendo de 15% y 0
respectivamente.

En un estudio reciente (Majusha, 2020) determinaron de igual manera la capacidad
de captura del radical DPPH de extractos metandlicos se algunas especies de
hongos silvestres, entre ellas S. commune y T. versicolor, los resultados de dicho
estudio fueron 11.27% y 18.30% respectivamente (en la menor concentracion
probada) comparadas con los de este estudio 55.9% (S. commune) y 19.7% (T.

versicolor).
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7.9. Determinacion de polisacaridos (B-glucanos)

Un total de 11 muestras fueron procesadas con el kit de identificacion de beta-
glucanos, 7 de ellas del género Ganoderma (GrE, GrDR, GrC, GsC, GsBV, GsE),
una de T. versicolor (T.v.), un producto con extracto comercial de T. versicolor y un
producto con extracto comercial de G. lucidum, la tabla 22 muestra los resultados de

realizar una identificacion de (3-glucanos con el kit.

Tabla 22. Porcentaje de polisacaridos por seco de muestra

B-Glucan

% wiw |

Muestra Absorbancia

Gre
GrDR
GrC
GsC
GsBV
GsE
GsAM
T.v.
P1
P2

GrDR= G. resinaceum/Delonix regia. GrC= G. resinaceum/Casuarina

equisetifolia. GsC= G. sessile/Casuarina equisetifolia. GsBV= G.
sessile/Bauhinia variegata. GSE= G. sessile/Eucalyptus sp. T.v= T.

versicolor. P1= producto comercial 1. P2= Producto comercial 2.

GrE demostrd, segun la prueba, tener un alto porcentaje de polisacaridos del tipo -

glucano, seguido de GsC. Existe una notable diferencia del contenido de b-glucanos
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en las muestras, esto puede deberse a la naturaleza de las mismas, ya que su
consistencia fibrosa hace dificil el manejo de ellas. Por otro lado, la identificacién de
B-glucanos mediante el kit utlizado, recurre a un método modificado cuya
especificidad es alta para B-glucanos con enlaces del tipo (1-4) y (1-3) y no para
enlaces tipo B (1-6), de tal manera que estos resultados deberan ser confirmados en

futuras pruebas.

89



VIIl. CONCLUSIONES.

1) La descripcidn de las caracteristicas de los ejemplares colectados a través de las
claves taxondémicas, permitieron identificar las muestras como pertenecientes a T.
versicolor y S. commune, las cuales fueron colectadas en Tapalpa y Mezcala
respectivamente, de igual manera, la descripcién de los ejemplares con las claves
dicotbmicas asi como la comparativa de las esporas en el microscopio con lo
reportado por otro autores, permitié identificar los ejemplares del género Ganoderma
como G. sessile y G. resinaceum, las cuales pertenecen a un complejo de especies,
sin embargo es necesario los trabajos moleculares correspondientes para la

confirmaciéon de lo anterior.

2) La evaluacion fitoquimica demuestra que; las especies del género Ganoderma
presentan similitudes en el contenido de metabolitos, con diferencias en la
concentracion, asi como diversos tipos de un mismo metabolito. Los principales
compuestos fitoquimicos identificados en el género Ganoderma fueron: de cuatro a
cinco tipos de lactonas sesquiterpénicas, alcaloides, saponinas, esteroides (dos tipos
en GAM), triterpenos y glucdésidos cardioténicos. En T. versicolor existe la presencia
de esteroides, triterpenos y saponinas; en S. commune se encontraron esteroides,
glucésidos cardioténicos y saponinas, los cuales tienen similitudes con lo presente

en G. sessile y G. resinaceum.

3) En la mayoria de las muestras del género Ganoderma se sefiala con el Rf=0.77
un metabolito que posee una estructura quimica compleja la cual fue identificado

como un glucésido del tipo cardioténico el cudl, debido a la naturaleza del mismo, se
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requieren métodos de identificacion mas completos para su determinacion y

valoracion de su potencial uso terapéutico.

4) La valoracion de la actividad antioxidante indica una diferencia notable entre los
diferentes ejemplares colectados; S. commune y las muestras GSAM y GAM
demostraron actividades antioxidantes de 55.9%, 34.5% y 60.2%, las cuales son
superiores a los productos comerciales de comparacion, P1 con 23.6% y P2 con
2.6%. En T. versicolor la actividad antioxidante fue de 19.7%, ligeramente inferior

comparado con el resultado de P1 (producto comercial de extracto de T. versicolor).

5) La prueba de cuantificaciéon de B-glucanos indicé que GrE posee por cada 100 g
de materia seca un 40.3% de estos polisacaridos, muy superior comparado con todas
las muestras analizadas incluidas los productos de comparacion, seguido con el
3.4% de GsC, mientras que P1 obtuvo 0.4% y P2 6.2%. Estos resultados deben ser

confirmados en pruebas futuras.

6) Los extractos analizados en este trabajo fueron comparados con productos
comerciales que contienen extractos de hongos G. lucidum y T. versicolor, los
resultados indican que: a) los extractos a partir de muestras colectadas poseen
mayor concentracion de metabolitos secundarios que los productos de comparacion
y, b) las caracteristicas fitoquimicas son de mayor interés y complejidad en los
extractos de muestras colectadas que en sus homologos obtenidos de productos

comerciales.
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7) Los resultados indican que las especies colectadas pudieran ser consideradas
como fuente de materia prima para la obtencién de productos nutraceuticos y/o
terapéuticos en el mercado, siempre que en trabajos futuros se confirme la nula o

baja toxicidad que pudieran poseer.
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