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Il. Resultados

1. Resumen del proyecto

a) Introduccién

El Municipio de San Mateo Rio Hondo pertenece al Distrito de Miahuatlan, Estado
de Oaxaca, se localiza en la Region Sierra Sur; el territorio municipal tiene un
bosque compuesto por ocotes, pinos, madrofios, encino, fresno, en las partes mas
altas de la comunidad predominan mayormente las coniferas; el clima es
subhumedo con lluvias en los meses de mayo a octubre, estos factores bioticos
generan el ambiente adecuado para que existan diferentes organismos fungicos
en la region, que pueden ser comestibles, medicinales, téxicos y alucinégenos. La
explotacion forestal es el sector econdmico que representa la principal fuente de
ingresos para la poblacion, ya que la comunidad comercializa la madera, lo cual
ocasiona la pérdida de materia organica del bosque como consecuencia de la
erosion en algunas zonas del Municipio. La segunda actividad econ6mica es el

turismo, principalmente de personas extranjeras que llegan al municipio para



consumir hongos del género Psilocybe por sus propiedades neurotrépicas, pero
sin ningun control generando problemas de salud publica en el pueblo. Este sector
turistico se da mas en San José del Pacifico que es una Agencia Municipal
perteneciente a San Mateo Rio Hondo.

En San Mateo Rio Hondo no existe ningun registro de la diversidad de hongos que
hay en su bioma, de sus propiedades quimicas: medicinales, nutrimentales y
toxicas. En la temporada de lluvias los habitantes usan algunos hongos de
alimento (conocimiento micolégico heredado por sus antepasados) como el hongo
oreja de cerdo (Hipomices lactiflorum) pero desconociendo los nutrientes que
pueden poseer los hongos silvestres comestibles como polisacéaridos (componente
mayoritario), acidos grasos (bajo contenido graso) y proteinas (de alta calidad) que
sirven como alimento funcional; paralelamente en esa misma temporada existe un
aumento en casos de intoxicacion por ingesta de setas (se han dado casos en los
pueblos vecinos a la comunidad), incluso se han registrado defunciones en el
Estado porque muchas personas desconocen o confunden las especies
comestibles y las venenosas. Los hongos silvestres comestibles producen también
otros metabolitos como alcaloides, flavonoides, entre otros, que pueden ser
potencialmente bioactivos para el tratamiento de enfermedades como la diabetes
(enfermedad comun en la comunidad) y el cancer, que también pueden tener
propiedades antioxidantes, cicatrizantes y antibacterianas, estas caracteristicas
podrian ser propias de uno o varios de los hongos que se encuentran en el lugar.
El equilibrio de los ecosistemas se ve favorecido por la presencia de los hongos
debido a que influyen en la productividad y diversidad de las comunidades
vegetales, por lo tanto, se benefician todos los organismos que ahi habitan
incluyendo los seres humanos por el valor cultural, nutrimental y medicinal que
tienen las especies fangicas, pudiendo llegar a complementar las necesidades
basicas de salud, nutricion y econdémica.

En este estudio se tratara de conocer las especies de hongos que predominan en
el bosque de San Mateo, Rio Hondo, tipos de hongos comestibles, medicinales y

toxicos, cuales son los metabolitos que poseen las especies que seran



seleccionadas para su estudio, y el analisis quimico proximal de especies

comestibles.

b) Objetivos

El objetivo de este proyecto fue identificar y estudiar metabolitos de hongos
silvestres comestibles de San Mateo Rio Hondo, Miahuatlan, Oaxaca. Esto
permiti6 conocer parte de la riqueza fangica de los bosques de la comunidad y
seleccionar los hongos comestibles para realizar analisis nutrimental y busqueda

de metabolitos con posible aplicacién farmacolégica.

e Se realiz6 una revision bibliografica sobre los hongos basidiomicetos
comestibles y la diversidad que se encuentra en San Mateo Rio Hondo.

e Se analizaron extractos crudos de carpéforos de hongos comestibles en la
busqueda de lectinas, se empled la técnica de hemaglutinacion.

e Se identificaron metabolitos secundarios en los extractos de carpoforos de
hongos comestibles seleccionados, asi como en cultivo in vitro de algunos,
por técnicas colorimétricas. Se realizdé una revision bibliografica sobre la
presencia de metabolitos secundarios frecuentes en los hongos.

e Se analizé la composicion nutrimental de los hongos silvestres comestibles:
humedad, proteinas, carbohidratos y acidos grasos .

e En cuanto a la publicacion de los resultados y difusién en la comunidad de

San Mateo Rio Hondo, Oaxaca:

Se presentaron los resultados a la comunidad de San Mateo Rio Hondo,
y se entreg6 un informe a las autoridades municipales, el cual incluye 6
carteles de 60 x 90 cm, 2 tripticos con informacion generada con los
hongos silvestres de San Mateo, una presentacion en Power Point con la

informacion de los carteles ampliada.

Se elabor6é un articulo de revision que fue enviado a la Revista TIP,

Revista especializada en Ciencias Quimico-Biolégicas, el cual fue



aceptado con observaciones. Estamos en proceso de correcciones.

Se aceptaron dos trabajos para ser presentados en modalidad oral en el
Coloquio de Investigacion Multidisciplinaria 2023, a realizarse en la
ciudad de Orizaba del 16 al 20 de octubre de 2023.

Se aceptaron dos articulos para su publicacion en la: Revista
electronica arbitrada “Revista de Investigacion Multidisciplinaria”
(ISSN2007-8102), indizada en Latindex
https://www.latindex.org/latindex/ficha/22645

Se envid y sometio un articulo para su publicacion en el Libro electronico

con ISBN de la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco.

Se envio un trabajo para presentacion en el Xl Simposio Internacional en

Ciencia y Tecnologia de Alimentos.

c) Metas

Tesis de doctorado en desarrollo:

Tesis de maestria en desarrollo

Participacion en eventos

OO0

Publicaciones enviadas

d) Desarrollo y resultados del proyecto
En la comunidad de San Mateo Rio Hondo, Miahuatldn, Oaxaca, se realizo la
colecta de hongos durante los meses de julio a septiembre de 2022, y julio-agosto
de 2023, la comunidad cuenta con bosques de pino-encino. Para las colectas de
hongos, en cada recorrido se informo a la autoridad local el proposito del trabajo.
Inicialmente se present6 a la comunidad el proyecto e informacién basica sobre la
importancia de los hongos, esto se realiz6 en la explanada del municipio. Las

colectas se llevaron a cabo con ayuda de los guias informantes de la comunidad,


https://www.latindex.org/latindex/ficha/22645

quienes son personas autorizadas y capacitadas por la comunidad para dar este
servicio a los turistas.

Durante la recoleccion, se buscaron hongos simbidticos, parasitos y saprofitos, en
las raices de los arboles, bajo la hojarasca, y en la superficie de troncos de
madera en descomposicion. Para no afectar el micelio del hongo y que este pueda
continuar su crecimiento subterrdneo, los hongos se cortaron por la base y se
colocaron en bolsas de papel, separadas por especies. Ya en el laboratorio se
lavaron con hipoclorito de sodio, o se diseccionaron para su secado a temperatura
ambiente. Otras muestras después de ser lavadas fueron mantenidas a 4 °C hasta

Su uso.

FIGURA 1. Colecta de hongos con un guia asignado por la comunidad. Los guias
son personas de la comunidad con un gran conocimiento del bosque y de los hongos
gue consumen tradicionalmente, asi como conocedores de los sitios donde se puede
hacer avistamiento de hongos. Son las Unicas personas autorizadas para dar el
servicio de guia dentro del bosque.



FIGURA 2. Hongos colectados en el bosque de San Mateo Rio Hondo,
Oaxaca.



SEGUNDA COLECTA

FIGURA 3. Colecta de hongos en La Mole, bosque de

San Mateo Rio Hondo. Julio de 2023.



Tratamiento de las muestras

Se limpiaron las muestras eliminando residuos sélidos como hojas y polvo. Se
pesaron, se lavaron y se dejaron escurrir, posteriormente se congel6 una parte de
la muestra, la otra parte se secoO en una estufa a 40-45°C. Los ejemplares fueron

congelados a -18°C, en bolsas de papel y de celopapel para su conservacion.

Identificacién y seleccion de hongos comestibles, medicinales y toxicos

El material fangico recolectado fue descrito y registrado fotograficamente en
fresco; posteriormente deshidratado y registrado. Las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de los especimenes, asi como la descripcion de
los basidiomas permitieron la identificacion de los hongos. La identificacion de las
especies fue asesorada por el Dr. Ricardo Valenzuela Garza, Jefe del Laboratorio
de Micologia y Curador de la Coleccion de hongos del Herbario de la ENCB del

Politécnico Nacional, y el Bidlogo Héctor Aguilar Reyes.

Solo se seleccionaron algunas especies por su grado de inocuidad, y tamafio de la
muestra, que nos permitiera preparar un extracto crudo e iniciar la inoculacion en
medios de cultivo. De algunas especies no fue posible preparar los extractos

debido al pequefio tamafio del espécimen y a que solo teniamos un ejemplar.

Preparaciéon de extractos salinos

Los extractos de cada especie de hongo seleccionado fueron preparados
macerando 10 g de carpéforos en PBS p.H. 7.5, proporcion 1:1 (w/v), en un
mortero congelado. ElI macerado se centrifugé a 500 r.p.m. por 15 minutos, y se

recupero el sobrenadante, el cual fue congelado hasta su uso.

Cuantificacion de proteinas

Una vez preparados los extractos de los hongos seleccionados se determiné la
concentracion de proteinas, se utilizd el método Bradford, usando seroalbumina
bovina como estandar (21). En la tabla 1 se presenta la concentracion de
proteinas ajustada para cada extracto de hongo.



Busqueda de lectinas por hemaglutinacion

Los ensayos de hemaglutinacién fueron realizados en placas de microtitulacion de
fondo concavo, se depositaron 50 microlitros de PBS p.H. 7.2 en cada pozo,
después 50 ul de extracto de hongo en el primer pozo realizando dilucion doble
seriada, posteriormente se agregaron 25ul de una suspension de eritrocitos
humanos al 3% a cada uno de los pozos. Se incub6 la placa a temperatura
ambiente + 27 °C durante una hora, la presencia de aglutinacion indica la

presencia de lectinas.

Proteinas

Hongos mg/ml Presencia de
lectinas
H. lactifluorum 1 mg/mi Positivo
B. adusta 1 mg/ml Positivo
G. brownii 1 mg/mi Positivo
T. versicolor 1 mg/ml Positivo
Entoloma 1 mg/ml Negativo
T. versicolor 1 mg/mi Negativo
B. adusta 1 mg/ml Negativo
C. gigantea 1 mg/ml Negativo
Boletus sp 1 mg/mi Negativo
Ramaria sp. 1 mg/mi Negativo

TABLA 1. Presencia de lectinas en extracto crudo. Se emplearon eritrocitos
tipo O humanos al 3 % en PBS pH 7.2.

Determinacion de la presencia de algunos metabolitos secundarios

Alcaloides. La mayoria de los alcaloides pueden formar sales solubles en agua
en presencia de acido clorhidrico diluido. El reactivo de Dragendorff (sales de
ioduro de potasio) y el reactivo de Mayer (ioduro de potasio y mercurio) pueden
ser usados para la identificacion de alcaloides. Se pueden usar pruebas de
precipitacion en medio acido para su identificacion, empleando sales de metales
pesados como el ioduro de potasio (reactivo de Dragendorff) y el ioduro de potasio
y mercurio (reactivo de Mayer) (Carvajal et al.,, 2009). El procedimiento es el

siguiente:



Se agrega 10 ml de HCI al 10% a 5 ml de extracto acuoso, se mantiene en
ebulliciébn durante 5 minutos y posteriormente se enfria y se filtra. Se coloca 1 ml
del filtrado claro y transparente en tubos, ademas del testigo. Se agrega una gota
del reactivo de Drangendrof y si se observa un precipitado naranja la prueba es
positiva (Fasakin et al., 2017; Bouabid et al., 2018).

Saponinas. La estructura de las saponinas es glicosidica con una aglicona con
un ndcleo esteroidal o triterpénico, lo que les da la propiedad de tensioactivas, con
caracter anfétero. La formacion de espuma es la prueba mas comun para la
identificacion de saponinas (Carvajal et al., 2009), la cual se forma después de 30
segundos de agitacion vigorosa, manteniéndose durante unos 3 minutos
(Bouabid et al., 2018; Robles-Garcia et al., 2016).

Flavonoides. Una coloracién amarilla es indicativa de la presencia de
flavonoides; esta se presenta al agregar hidroxido de sodio al 20% (5 gotas) al
extracto metandlico de prueba (Vazquez & Garcia-Vieyra, 2016).

Taninos. La presencia de taninos puede detectarse con el reactivo de gelatina-
sal que induce un precipitado blanco al unirse a las proteinas. A su vez, los
precipitados formados son solubles en urea 10 M dando una coloracion verde,
azul o negra después de adicionar cloruro férrico al 10% en agua (Carvajal et al.,
2009). La coloracion negra azulada puede presentarse al afiadir cloruro férrico al
extracto que se analiza, indicando la presencia de taninos derivados del acido
pirogalico. La presencia de catequinas puede confirmarse si se presenta una
coloracion verde (Robles-Garcia et al., 2016).

Quinonas. Los compuestos quinonicos pueden visualizarse o detectarse al afiadir
NaOH al 5 % (400 microlitros) y etanol (200 microlitros) al extracto a analizar (2
ml). Una coloracion (rojo-violeta) indica la presencia de estos compuestos
(Bouabid et al., 2018).

Cumarinas. Las cumarinas pueden ser detectadas con reacciones dirigidas a la
busqueda de lactonas, ya que son derivados de la a-benzopirona y poseen una y-
lactona en su estructura, pueden identificarse mediante las reacciones propias

para lactonas (Carvajal et al., 2009).



Glucosidos cardiotéonicos. Se puede utilizar la prueba Keller-Kilani para
identificar glucésidos cardiotonicos: se disuelve el extracto acuoso en agua
destilada, se agrega acido acético glacial, se adiciona cloruro férrico al 5% (unas
gotas), se agrega esta soluciéon a 2 ml de H,SO, concentrado, en tubos de ensaye.
Es indicativo de la presencia de glucésidos cardiotonicos la formacion de un anillo
marrén sobre un anillo violeta, un anillo verdoso también puede presentarse

gradualmente (Bulugahapitiya, 2013).

Lactonas sesquiterpénicas. Las lactonas sesquiterpénicas son terpenos con una
estructura de 15 4tomos de carbono unidos a una lactona (Carvajal et al., 2009).
La presencia de lactonas sesquiterpénicas puede detectarse con la prueba de
Bajlet, con el cambio de coloracion naranja a rojo. Esto se visualiza al adicionar el

del reactivo de Bajlet al extracto acuoso que se estudia (Garcia et al. 2019).

Hongos Glucosidos Alcaloid | Flavonoid | Sesquite | Cumarinas
anal?zados Taninos cardioténicos Saponinas es es rpenlact y
onas guinonas
. ND X X ND X
H. lactifluorum ND ND EC EC EC
X ND X X ND ND
Ramaria sp. EC ND EC EC
X X
Boletus EC ND EC ND ND ND ND
X X X X X ND ND
T. versicolor Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo
X X ND ND ND ND
G. brownii Cultivo Cultivo ND
X X X X ND ND ND
B. adusta Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo
. X X ND ND ND
C. gigantea Cultivo ND ND Cultivo

TABLA 2. Presencia de metabolitos en extractos crudos de hongos o en
medios de cultivo. EC: Extracto crudo. ND: No determinado. X: Positivo




e) Conclusiones

Los hongos son importantes componentes de los ecosistemas y son abundantes
en diversos ambientes naturales, son benéficos para los humanos en muchos
aspectos; como alimentos, muchas setas y hongos carnosos son valorados y
cultivados con este fin. Desde hace mas de 2000 afios, los paises asiaticos
tradicionalmente cultivan gran variedad de hongos para su alimentacion, estos
incluyen especies de Auricularia, Tremella fuciformis y otras clases de setas,
principalmente Shiitake. Otros paises, como Francia, también consumen de
manera tradicional algunas especies de hongos, como las trufas, estas pueden ser
cultivadas introduciendo las esporas en el suelo donde crecen los robles, y gran
cantidad del ascomiceto puede ser cosechado después. Agaricus brunnescens es
otro hongo ampliamente cultivado para su comercializacion, es apreciado por su
sabor, asi como por sus nutrientes, ya que son ricos en proteinas, conteniendo
hasta el 3 0 4 % de su peso fresco. Con respecto a las proteinas, se considera
que las setas tienen calidad intermedia entre los vegetales y la carne, debido a
que poseen menor cantidad de algunos aminoacidos, como metionina y cisteina, a
diferencia de la carne; pero mayores concentraciones de lisina y triptéfano que los
vegetales. Las setas contienen menos cantidades de carbohidratos que los
vegetales, como las zanahorias, haciéndolas atractivas como alimentos en dietas
de bajas calorias. También son una excelente fuente de vitaminas como
rivoflavina y &cido nicotinico, contienen acidos grasos esenciales como acido
linoleico, y minerales como fosforo y hierro (Manning, 1985).

Se ha reportado que hay alrededor de 1.5 millones de especies de hongos en todo
el mundo, de los cuales unas 14,000 especies producen cuerpos fructiferos
conocidos como hongos, y aproximadamente 2000 especies son comestibles, y
s6lo 270 son medicinales. En el 2013 se reporté una produccion mundial
aproximada de 30 millones de toneladas (Royse et al., 2017), lo que indica un
aumento considerable en el consumo de setas en el mundo, ya que el 54 % fueron
setas comestibles. Algunos de los géneros mas cultivados son: Agaricus,

Auricularia, Pleurotus y Lentinula (Raut, 2019).



En México la investigacion sobre el conocimiento de los hongos, su importancia en
el consumo y sus aplicaciones farmacologicas e industriales se ha incrementado
en los ultimos afios. Comunidades de Oaxaca que poseen amplias extensiones de
bosques no conocen la riqueza forestal que poseen con la presencia de los
hongos, usando sélo unos para consumo como alimento, con uso medicinal y
algunos también con usos recreativos.

Existe poca informacion sobre la descripcion del numero de especies que
podemos encontrar en San Mateo Rio Hondo, Miahuatlan, Oaxaca, una
comunidad con amplia cultura en el consumo de hongos, pero con gran
desconocimiento del enorme potencial de mercado de muchas de sus especies.
Sin embargo, algunos intentos de emprendedores locales han logrado producir
algunas especies que ya se comercializan en las condiciones ambientales propias
del lugar.

En la realizacibn de este proyecto se colectaron diferentes variedades de
especies, las cuales fueron identificadas taxondmicamente con apoyo del Dr.
Ricardo Valenzuela Garza, Jefe del Laboratorio de Micologia y Curador de la
Coleccion de hongos del Herbario ENCB, y el Bidlogo Héctor Aguilar Reyes.

Se realizaron dos colectas de hongos en la comunidad de San Mateo Rio Hondo,
en el Paraje La Mole. Se describié género y especie de al menos 30 especies de
hongos, los cuales se clasificaron en comestibles, medicinales y toxicos. Se
realizé el andlisis bromatoldgico de al menos 5 especies comestibles. Los analisis
indicaron, y de acuerdo a estudios reportados por otros autores, que los
basidiomicetos comestibles contienen concentraciones altas de proteinas en peso
seco, baja concentracion de grasas, y metabolitos que les confieren alta capacidad
antioxidante. Se analiz6 el contenido de metabolitos por técnicas de colorimetria, y
se realizaron ensayos para la busqueda de lectinas fungicas. Dentro de los
metabolitos encontrados se reportan flavonoides, fenoles, saponinas, taninos,
cumarinas, quinonas, glucoésidos cardioténicos, sesquiterpenlactonas, lectinas,
proteinas, y polisacéridos.

Con los resultados obtenidos, se presentaron 2 ponencias ante la comunidad para

informar sobre la realizacion del proyecto y dar informaciéon general de la



importancia de los hongos. Se entregd a las autoridades de la comunidad
informacion relevante para el conocimiento y uso de hongos silvestres
comestibles. Dentro de esta informacion se encuentran 6 carteles de 90 x 60 cm
(se anexan imagenes), 2 tripticos y 1 documento de texto con la informacion
ampliada sobre los hongos de la comunidad estudiados.

Se incorporaron al proyecto 4 estudiantes de doctorado y 1 de maestria, y
recientemente 3 estudiantes de servicio social.

Se envid un articulo de revision para su publicacién en la Revista TIP (Revista
Especializada en Ciencias Quimico-Biologicas. ISSN: 2395-8723). “Propiedades
antioxidantes y contenido fendlico de los hongos comestibles silvestres”.
Continuamos en el proceso de evaluacion.

Se enviaron y aceptaron 2 trabajos al Congreso de Investigacion Multidisciplinaria
2023, los cuales fueron aceptados para su presentacion oral.

Se aceptaron dos trabajos para su publicacion en la Revista electrénica arbitrada
‘Revista de Investigacion Multidisciplinaria” (ISSN2007-8102), indizada en
Latindex https://www.latindex.org/latindex/ficha/22645

e Extraccion y purificacion parcial de la lectina del hongo Lactarius volemus
Autores: Marimar Cruz-Cruz, Alma Dolores Pérez Santiago, Eduardo Pérez-
Campos, Pedro Hernandez-Cruz, Itandehui Belem Gallegos-Velasco.

e Tamizaje fitoquimico y evaluacion preliminar de bioactividad del cultivo in
vitro de Boletus loridellus
Autores: Baleria Maria Herndndez-Chavez, Alma Dolores Pérez-Santiago,
Marco Antonio Sanchez-Medina, R. Valenzuela-Garza y M. del S. Pina-
Canseco.

Se envié resumen para participacion al Xl Simposio Internacional de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos. La convocatoria cierra el 12 de octubre, por lo tanto ain
no tenemos carta de aceptacion.

e Importancia nutricional y antioxidante de hongos comestibles silvestres del
estado de Oaxaca

Se envio articulo en extenso para publicacion en el_Libro electronico de la UJAT,
con ISBN.


https://www.latindex.org/latindex/ficha/22645

2.

Importancia nutricional y antioxidante de hongos comestibles silvestres del
estado de Oaxaca

Autores: Monserrat Vargas-Rios, Yesenia Aragon-Lopez, Baleria
Herndndez-Chavez, Aymara Diaz-Barrita, Marco Antonio Sanchez-Medina,
Alma Dolores Pérez-Santiago

Objetivo del proyecto

Identificar y estudiar metabolitos de hongos silvestres comestibles de San Mateo

Rio Hondo, Oaxaca.

Objetivos Particulares:

1.

Actualizar el campo del arte sobre los hongos silvestres comestibles de San
Mateo Rio Hondo, Oaxaca y los metabolitos fungicos.

Evaluar la presencia de lectinas en hongos silvestres comestibles de San
Mateo Rio Hondo, Oaxaca.

Identificar metabolitos secundarios en carpoforos de los hongos silvestres
seleccionados, asi como en cultivos in vitro de los hongos silvestres
seleccionados.

Analizar la composicién nutrimental de los hongos silvestres comestibles:
humedad, proteinas, carbohidratos, acidos grasos y vitaminas.

Publicacién de los resultados y difusién en la comunidad de San Mateo Rio
Hondo, Oaxaca.

Metas: cumplimiento de metas

Metas

cuantificable | programad d

S

Cantidad Cantida | Observaciones

a lograda

Incorporacion 2 2 Los estudiantes de servicio social

de

recientemente  se incorporaron  al




estudiantes
de
licenciatura al
proyecto,
servicio
social:

proyecto, debido a que no se tuvieron
condiciones de espacio en el laboratorio
para poder atender a varios estudiantes.
Estuvimos en proceso de traslado y
mudanza al nuevo Laboratorio de
Glicobiologia y materiales
nanoestructurados, en la nueva Unidad
Académica de Posgrado. Sin embargo,
derivado de los resultados obtenidos en
el proyecto sabatico se han iniciado
proyectos y actividades que seran
desarrolladas por alumnos que realizaran
su proyecto en Taller de Investigacion |, y
Servicio social.

Tesis en
desarrollo de
Maestria

Se desarrollaron actividades durante el
periodo de 2022-2023.

Tesis
concluida de
Maestria

En trAmites de titulacion

Tesis en
Desarrollo de
Doctorado

Continuan en desarrollo dos tesis de
doctorado:

1. Una con hongos colectados en el
bosque de San Mateo Rio Hondo.

2.Una con hongos de la comunidad de
Santa Cruz Itundujia.

2 teis de doctorado que se desarrollaron
durante el programa, concluyeron y estan
en tramites de titulacion.

Las cuatro tesis de doctorado comparten
metodologia y comparan analisis
fitoquimico, quimico proximal y presencia
de metabolitos bioactivos de las
especies de hongos colectados en cada
comunidad.

Tesis
concluidas de
Doctorado

En proceso de titulacion

Articulos
cientificos
publicados en
revistas

El articulo para la revista indizada esta
en proceso, ya que se estan realizando
los analisis de resultados obtenidos.
Publicacion pendiente: “Actividad




indizadas antiproliferativa de extractos de hongos
silvestres”
Articulos 1 En proceso de revison en la Revista TIP.
cientificos Revista Especializada en Ciencias
enviados en Quimico Biologicas)
revistas
indizadas
Articulos de 4 2 articulos aceptados en la Revista
divulgacion electronica  arbitrada  “Revista de
enviados Investigacion Multidisciplinaria”
(ISSN2007-8102), indizada en Latindex
https://www.latindex.org/latindex/ficha/22
645
1 articulo aceptado en la Revista
Mexicana de Agroecosistemas, indizada
en Latindex
1 articulo aceptado para su publicacion
en el Libro de Divulgacion 2023, editado
por el Instituto Tecnolégico de Toluca
Memorias en 1 1 trabajo enviado al XI Simposio
extenso  en Internacional Ciencia y Tecnologia de
Congresos Alimentos
Registro de En Se pretende registrar ante INDAUTOR
obra proceso | los 6 carteles entregados a la comunidad
(INDAUTOR) de San Mateo Rio Hondo, ya que la

propiedad intelectual de esa informacion
le corresponde al TecNM.

Metas cumplidas

Incorporacion
de estudiantes
de licenciatura
al proyecto,
servicio social

Fecha

Nombre de los estudiantes incorporados y su Programa

Educativo

Agosto de 2023

Lopez Santos Julieta

Chavez Mendoza Yamil Evelyn
Jiménez Pérez Carlos Manuel

Programa educativo: Ingenieria Quimica

Tesis en
desarrollo de



https://www.latindex.org/latindex/ficha/22645
https://www.latindex.org/latindex/ficha/22645

Maestria

Fecha Nombre de la tesis

Agosto 2022- | Caracterizacion quimica proximal y evaluaciéon antioxidante de

junio 2023 los hongos comestibles silvestres Laccaria laccata, Hypomices

lactifluorum, Ganoderma brownii y Ramaria sp, provenientes de

San Mateo Rio Hondo, Oaxaca
Alumna: Monserrat Vargas Rios

Tesis

concluidas de

Maestria

Fecha

Junio de 2023

Caracterizacion quimica proximal y evaluacion antioxidante de
los hongos comestibles silvestres Laccaria laccata, Hypomices
lactifluorum, Ganoderma brownii y Ramaria sp, provenientes de
San Mateo Rio Hondo, Oaxaca
Alumna: Monserrat Vargas Rios

Tesis en
desarrollo  de
Doctorado
Fecha Nombre de la tesis
Agosto 2022- | Reconocimiento del antigeno Tn mediante el empleo de
junio 2023 extractos de hongos silvestres del estado de Oaxaca en lineas
celulares de cancer.
Alumna: Marimar Cruz Cruz
Agosto 2022- | Potencial nutricional, medicinal y biotecnologico de los hongos
junio 2023 silvestres de Santa Cruz itundujia, Putla, Oaxaca
Alumna: Edibeth José Cruz
Tesis Nombre de la tesis
concluidas de
Doctorado
Fecha
Junio 2023 Hongos silvestres comestibles y medicinales de San Mateo Rio
Hondo: tamizaje fitoquimico, evaluacion de sus propiedades
bioactivas y un estudio etnomicoldgico.
Alumna: Baleria Maria Hernandez Chavez
Junio 2023 Especies fungicas de Santa Maria Yavesia, Ixtlan, Oaxaca con

posible potencial farmacoldgico y nutrimental

Alumna: Yesenia Aragon Lopez

Observacion:

Durante la pandemia por COVID-19 los proyectos de posgrado
no pudieron avanzar en la parte experimental ni de campo
(2020-2021), debido a las restricciones de acceso en las
comunidades, durante ese periodo no se pudo acceder a la
comunidad de San Mateo Rio Hondo, ni a los laboratorios de la




Institucion. A partir de 2022 se retomaron los objetivos de los
proyectos de las alumnas de posgrado incorporando algunas
actividades a este proyecto.

Articulos
cientificos
publicados 0
enviados en
revistas
indizadas JCR
o CONACYT

Fecha

Nombre del articulo y acuse de envio

05 de febrero de
2023

"Propiedades antioxidantes y contenido fendlico de los hongos
comestibles silvestres”

Monserrat Vargas-Rios', Marco Antonio Sanchez-Medina®,
lvan Antonio Garcia-Montalvo®, Eduardo Pérez-Campos?,
Emilio Hernandez-Bautista®, Maria del Socorro Pina-Canseco?,
Margarito Martinez-Cruz', Alma Dolores Pérez Santiago®

!Division de Estudios de Posgrado e Investigacion, Tecnolégico
Nacional de México/Instituto Tecnoldgico de Oaxaca, Av. Ing.
Victor Bravo Ahuja #125, Esq. Calzada Tecnolégico, Oaxaca
68030, México. Correo electronico*
aperez_santiago@hotmail.com

Centro de Investigacién, Facultad de Medicina UNAM-UABJO,
Facultad de Medicina y Cirugia, Universidad Autonoma “Benito
Juarez” de Oaxaca, Oaxaca de Juarez, Oaxaca, México.



mailto:aperez_santiago@hotmail.com

[TIP RECQE] Acuse de recibo de envio

Gemma Quintero <revistatip@yahoo.com=
Dom 05/02/202% 1104 P

Para: Alma Dolores Perez Santiago <aperez_santiago@hotmail.com>
Alma Dolores Perez Santiago:

Gracias por enviar el manuscrito, "Propiedades antioxidantes y contenide
fendlico de los hongos silvestres comaestibles” a TIP Revista Especializada
en Ciencias Quimico-Bioldgicas. Con nuestro sistema de gestion de
revistas en linea, podra iniciar sesién en el sitio web de la revista y

hacer un seguimients de su progreso a través del proceso editorial:

URL del manuscrito:
hittp/ tip.zaragoza.unam.mey/index. php/tip/author/submission/5 30
Maombre de usuariofa: almaperez-2022

En caso de dudas, contacte conmigo. Gracias por elegir esta revista para
publicar su trabajo.

Geamma Quinters
TIP Revista Especializada en Ciencias Quimico-Bioldgicas

Revista TIP
hittpe ftip zaragoza unanm.m

Articulos de
divulgacion
enviados

Nombre del articulo y acuse de envio

Fecha

28 de agosto de
2023

“Tamizaje fitoquimico y evaluacién preliminar de

bioactividad del cultivo in vitro de Boletus loridellus”

Aceptado para_:_Revista electronica arbitrada “Revista de
Investigacion Multidisciplinaria” (ISSN2007-8102), indizada
en Latindex https://www.latindex.org/latindex/ficha/22645



https://www.latindex.org/latindex/ficha/22645

CIM-Orizaba-2023 submission 290

CIM-0Orizaba-2023 <cimorizaba2023@easychair.org>
Dom 13/08/2023 01:54 PM

Para:"Alma D. =?2UTF-8?B?UMOpcmV6LVNhbnRpYWdvig==?=
<aperez_santiago@hotmail.com>"®@easychair.org <"Alma D. =?UTF-8?B?
UMOpcmV6LVNhbnRpYWdvlg==?= <aperez_santiago@hotmail.com>"®@easychair.org>

Dear authors,

We received your submission to CIM-Orizaba-2023 (Coloquio de
Investigacion Multidisciplinaria (CIM-Orizaba-2023)):

Authors : Baleria M. Hernandez-Chavez, Alma D. Pérez-Santiago, Marco A. Sanchez-Medina, Ricardo
Valenzuela-Garza and Socorro Pina-Canseco

Title : Tamizaje fitoquimico y evaluacién preliminar de bioactividad del cultivo in vitro de Boletus
loridellus

Number : 290

Track : Ingenieria Quimica

The submission was uploaded by Alma Dolores Perez Santiago
<aperez_santiago@hotmail.com>. You can access it via the
CIM-Orizaba-2023 EasyChair Web page

https://na01.safelinks.protection.outlook.com/?
url=https%3A%2F%2Feasychair.org%2Fconferences%2F%3Fconf%3Dcimorizaba2023&data=05%7
C01%7C%7C6832ec79f85c44bc63bb08db9c371901%7C84df9e7fe9f640afb435aaaaaaaaaaaa%?
C1%7C0%7C638275532659273088%7CUnknown%7CTWFpbGZsb3d8eyJWIjoiMCAwLjAWMDAILCJ
QljoiV2luMzIiL CJBTIil61k1ThaWwiL CJXVCIEMNn0%3D%7C3000%7C%7C%7 C&sdata=rJxJKMfAbgk%2F
tM%2Ff8tDOOVOWYOLZGN981HPxs3gl7GA%3D&reserved=0

Thank you for submitting to CIM-Orizaba-2023.

Best regards,
EasyChair for CIM-Orizaba-2023.

6 de agosto de
2023

Extraccién y purificacion parcial de la lectina del hongo
Lactarius volemus

Aceptado para:_Revista electronica arbitrada “Revista de
Investigacion Multidisciplinaria” (ISSN2007-8102), indizada
en Latindex https://www.latindex.org/latindex/ficha/22645
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CIM-Orizaba-2023 submission 229

CIM-Orizaba-2023 <cimorizaba2023@easychair.org>

Dom 06/08/2023 09:52 PM

Para:Alma Dolores Perez-Santiago <aperez_santiago@hotmail.com>
Dear authors,

We received your submission to CIM-Orizaba-2023 (Coloquio de
Investigacion Multidisciplinaria (CIM-Orizaba-2023)):

Authors : Alma Dolores Perez-Santiago, Marycruz Cruz-Cruz, Pedro Hernandez, Belén Itandehui
Gallegos Velasco and Eduardo Pérez-Campos

Title : Extraccidn y purificacion parcial de la lectina del hongo Lactarius volemus

Number : 229

Track : Ingenieria Quimica

The submission was uploaded by Alma Dolores Perez Santiago
<aperez_santiago@hotmail.com>. You can access it via the
CIM-Orizaba-2023 EasyChair Web page

https://na01.safelinks.protection.outlook.com/?
url=https%3A%2F %2Feasychair.org%2Fconferences%2F%3Fconf%3Dcimorizaba2023&data=05%7

C01%7C%7C146b2f9a9fc644f5efe408db96f9bad2%7C84df9e7fe9f640afb435aaaaaaaaaaaa%7C1

%7C0%7C638269771541019168%7CUnknown%7CTWFpbGZsb3d8eyJWIjoiMCAwL jAWMDAILCJQj

0iV2luMzIliLCJBTIl61k1haWwiL CIXVCIEMn0%3D%7C3000%7C%7C%7C&sdata=qFga9%2FyouuT1%

2Bszm7wI%2FiwrfRxvvIVwCtUIrB%2BzWzs%3D&reserved=0

Thank you for submitting to CIM-Orizaba-2023.

Best regards,
EasyChair for CIM-Orizaba-2023.

13 de agosto de
2023

Importancia nutricional y antioxidante de hongos
comestibles silvestres recolectados en Oaxaca
Enviado para su publicacion en el Libro electrénico de la
UJAT, con ISBN




RESUMEN ¥ TRABAJO EN EXTENSO

ALMA DOLORES PEREZ SANTIAGOD <aperez_santiago@hotmail.com=
Mar 18/08/2023 06238 PM
Para-sicyta. ujat@gmail com <sicyta.ujat@gmail.com:

0 2 archivos adjuntos (699 KB)
EXTENSO-SICYTA-2023.docx; RESUMEN-SICY TA-2023 doey;

COMITE CIENTIFICO DEL Xl SIMPOSIO
INTERNACIONAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

Envio el siguiente frabajo para poner a su consideracion su presentacion en el XI| Simposic
Internacicnal en Ciencia y Tecnologia de Alimentos, asi como su publicacion en el Libro Electrénico con
ISBN:

"IMPORTANCIA NUTRICIONAL ¥ ANTIOXIDANTE DE HONGOS COMESTIBLES SILVESTRES
RECOLECTADOS EN OAXACA"

Autores: Monserrat Vargas-Rios, Yesenia Aragon-Lopez, Baleria Hemandez-Chavez, Aymara Diaz-
Barrita, Marco Antonic Sanchez-Medina, Alma Dolores Pérez-Santiago®

MODALIDAD: ORAL _ _
TEMATICA: NUTRICION, ALIMENTACION Y SALUD

Se anexan el Resumen y Documento en Extenso en los formatos proporcionados.

Quedo al pendiente de la confirmacion de la recepcion de los documentos, asi como de sus
comentarios y cbservaciones,

Saludos cordiales.

Dra. Alma Dolores Pérez Santiago

Divigién de Estudios de Posgrado e Investigacién

Tecnolédgico Nacional de México/lnstituto Tecnolégico de Oaxaca
aparez_santiago@hotmail.com

alma_psi@oaxaca. lecnm.mx

15
septiembre
2023

de
de

“Cultivo in vitro y tamizaje fitoquimico preliminar de un
hongo del género Myriostoma”

Enviado para su publicacién en la Revista Mexicana de
Agroecosistemas
ISSN: 2007-9559
Indizada en Latindex
https://latindex.org/latindex/ficha/20164
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4. Metodologia

Presentacion del proyecto a la
comunidad de San Mateo Rio

!

Recoleccién de hongos silvestres
comestibles en SMRH

Identificacién y seleccion
de hongos comestibles

\ 4

A 4

Preparacion del material
(carpéforos)

A 4

Cuerpo fructifero

\4

Analisis
quimico préoximal

Identificacion de lectinas
por hemaglutinacion

\

Identificacion de familias de
metabolitos secundarios por métodos
colorimétricos

Andlisis de

resultados

FIGURA 4. Diagrama de flujo del proceso de la investigacion.

La investigacion di6 inicio con la presentacion del proyecto y sus objetivos a la
comunidad de San Mateo Rio Hondo. Fue importante la comunicaccién con las

autoridades municipales y que la comunidad esté informada también, ya que

actualmente se han restringido las visitas y colectas al bosque, las visitas sélo

pueden realizarse con un guia de la comunidad quien hace el recorrido para el




avistamiento de hongos en zonas especificas. No se permite la extraccion de
especies.

Se realizaron dos colectas en el periodo de julio-septiembre, en la temporada de
lluvias, y se tomo el registro fotografico de cada una de las especies para su
posterior identificacion taxénomica. Los ejemplares seleccionados como
comestibles fueron preparados para la busqueda de lectinas fangicas y la
determinacion de metabolitos secundarios. Algunos de estos ejemplares se
deshidrataron en una estufa para eliminar el agua y evitar su descomposicion,
otros ejemplares, un avez limpios fueron congelados para su posterior uso. Se
realiz6 la determinacion de las propiedades antioxidantes de las especies
comestibles seleccionadas. Algunas determinaciones se realizaron también en los
hongos que se pudieron cultivar en condiciones de laboratorio. Los resultados han
permitido clasificar a las especies que se encuentran en el bosque de San Mateo
Rio Hondo, como silvestres comestibles, medicinales, téxicos y de aplicacion
industrial y biotecnologica.

5. Difusion
a) Se presentaron dos ponencias a la poblacién de la comunidad de San

Mateo Rio Hondo, en la explanada municipal.

1. Estudio y conocimiento actual de las propiedades de los hongos silvestres vy
cultivados.
Dra. Alma Dolores Pérez Santiago (Responsable del proyecto).

2. Hongos de San Mateo Rio Hondo, Oaxaca.
Baleria Maria Hernandez Chavez (Estudiante de doctorado)




FIGURA 5. Ponencias presentadas en la
explanada municipal de San Mateo Rio
Hondo




PRESENTACIONES SOBRE LOS HONGOS EN SAN MATEO RiO HONDO

EDUCACION @mm

INSTITUTO TECNOLOGICO DE OAXACA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

ESTUDIO Y CONOCIMIENTO ACTUAL DE LAS PROPIEDADES DE LOS
HONGOS SILVESTRES Y CULTIVADOS

DRA. ALMA DOLORES PEREZ SANTIAGO

SAN MATEO RIO HONDO, MIAHUATLAN, OAXACA

Instituto Tecnolégico de Oaxaca

A DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
EDUC ACION TECNOLOGICO DOCTORADO EN CIENCIAS EN DESARROLLO REGIONAL Y
NACIONAL DE MEXICO. TECNOLOGICO

HONGOS SILVESTRES DE SAN MATEO RIO HONDO

Presenta:

Baleria Maria Hernandez Chavez




b) Presentacion e informe sobre los hongos de San Mateo Rio Hondo

FIGURA 6. Presentacion de informe ante las autoridades locales,
en la explanada municipal de San Mateo Rio Hondo



CARTELES CON INFORMACION SOBRE HONGOS DE SAN MATEO RIO
HONDO QUE FUERON ENTREGADOS A LAS AUTORIDADES

INSTITUTO TECNOLOGICO DE OAXACA

P

N

A Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién

TECNOLOGICO Doctorado en Gencias en Desarrollo Regional y Tecnologico
NACIONAL DE MEXICO«

SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA

HONGOS SILVESTRES COMESTIBLES DE SAN MATEO RiO HONDO, OAXACA

KA

Amanita caesarea rubescens  Hypomyces lactiflourum

Lactarius indigo Amanita

(hongo azul) Amanita fulva (nanacate) (chintete) (oreja de puerco)

<t

Helvella macropus

s 5

Leotia ldbrica Tricholoma saponaceum

. ¢ S0

o
Pseudohydnum gelatinosum  Qudemansiella canari Helvellosebacina
concrescens

e i

Suillus  granulatus Hygrophorus
(pancita de zacatén) hypothejus aff.

Otidia onotica Helvella crispa aff.

SR

Laccaria laccata (hongo de pajarito) Collybia confluens e Morchella sp Aureoboletus proj:ectellus

‘\fa’

Boletus aff. edullis
Cantharellus cibarius (flor de calabaza) Cantharellus (pambazo)
lutescens P

Cantharellus tubaeformis
(chimequito)

.
V.

Lycoperao!erlatum

Lycoperdon nigrescens (pedo de coyote)

Peziza sp

a) Autores: Baleria Maria Hernandez Chavez, Alma Dolores Pérez Santiago, Ricardo Valenzuela Garza, Héctor Mario Aguilar Reyes.
b) Proyecto realizado en el marco del convenio de colaboraciéon académica entre el Instituto Tecnologico de Oaxaca y el Municipio de San
Mateo, Rio Hondo, Oaxaca.



EDUCACION N

SECRETAR[A DE EDUCACION PUBLICA end en loRegi v gico

=

CONACYT %;;gg.
H ongos silvestres de San Mateo Rio Hondo, Oaxaca

Nombre comun Compuestos que producen Efecto que poseen

* Hypomyces lactiflourum y Ramaria sp se usaron para preparar extractos y eval uarla P cia de comp tos como proteinas, fibra,

carbohidratos, otros metabolitos: alcaloides, saponinas, y quiterpenlactonas
flavonoides, quinonas, lectinas; se examinoé el efecto antitumoral sobre una linea de cancer de mama.

Referendas:
[1] A. M ontoya, E. Briones, R. Nifiez, A Kong, V. Ortiz, &. 2019. Moreno. Los. hﬂngcﬁ conodidos por Ia cDmumdadYuhmu de Ixtenco, Tlaxcala, M éxico. SCIENTIAFUNGORUM. Vol 49: e1230,
[2] Belloso R Karen . y et al (2012). Actividad antioxidante de extractos de diez 1 |a. Tesis de li , Universidad de San Carlos de Guatemala.

[3]Daniel E. Chavez M. (2015). Produccion de biomasa miceliar de Lactarius quisticolor y Rhizopagon Toseolus en ukive liquido para la micomizacion controlada de sspecies de Pinus. Tesis de Doctorado, U niversidad
de Concepeion; C hile

[4] hitp:liguiahongosnavamagarciabona. blogspot.com/2015/03/strobik strobil himl. Consultado el 24/04/20.
[5] Nava R, Valenzuela R. (1997). Los macromicelos de la Sierra de Nanchilta, Poliootanics. 21-35.
[8] hitps:/iwva mykoweb.com/CAFispe ciesiH elvella_vespe tina.html. Consultad

[F1M. Jiménez, J. Pérez, J. Almaraz y M. Torres. Hongos silvestres con potencial nutricional, medicinal y biotecnold gico comercializados en Valles Centrales, Oaxaca. Revista M exicana de Ciencias Agricolas Vol 4 Nim
2. p. 189213, 2013

18] B. Hemandez. Producdon de biomasa in vitrs de Lacearia lsceats para |a obtencién de metaboltos . Tesis de maestria. 2019

18] Pérez-Moreno J. y et. al. (2008) Wild Mushroom Markets in C entral M exico and a Case Study at Ozumba. Econom. Bot. 62: 425-436.

[10] M icobotanica-Jagn. La primera revista digital de Micologia y Botanica en castellano. ISSN 1885-8541. Pag. 47

[11] France S, Burrola C. (2010). Los honges comestibles en el Nevado de Toluca. En: France S, Burla C (eds.) Los hongos comestibles del Nevado de Toluca. Toluca, M éxico, Universidad Auténoma del Estado de
México. pp 59-136,

[12] Ribeiro, B. y et. al. (2006). Contents of carboxylic acids and two phenolics and antioxidant activity o fdried portuguese wild edible mushrooms. Joumal of agricuttural and food chemistry 54, 8530-8537.

[13] Okuda T. Yoshioka y et. al. {1972). Anticomplementary activity of antitumor polysaccharides. Nature, 238 (80) pags. S9-60.
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Instituto Tecnolégico de Oaxaca
y E DUC AC ION @ NAC;'(’;S:ELDOEGE&ICO% DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

DOCTORADO EN CIENCIAS EN DESARROLLO REGIONAL Y
TECNOLOGICO

SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA

CONACYT

Hongo Nombre Compuestos que producen Efecto que poseen
comun

* Ganoderma brownii y trametes versicolor se utilizaron para preparar extractos y evaluar la presencia de
compuestos como proteinas, fibra, carbohidratos, otros metabolitos: alcaloides, saponinas, taninos,
cumarinas, glucésidos cardioténicos, sesquiterpenlactonas flavonoides, quinonas, lectinas; después, se
evaluo el efecto antitumoral de los extractos de los hongos seleccionados sobre una linea de cancer de
mama.

Referencias:

[1] Brizuela, M. A. y et. al. (1998). Basidiomicetos: nueva fuente de metabolitos secundarios. Revista Iberoamericana de Micologia. Vol. 15:
69-74

[2] A. Montoya, E. Briones, R. Nufiez, A. Kong, V. Ortiz, A. 2019. Moreno. Los hongos conocidos por la comunidad Yuhmu de Ixtenco,
Tlaxcala, México. SCIENTIAFUNGORUM. Vol. 49: e1230.

[3] C. Freitas, K. Suellen, P. Francislaine, C. Paula de Oliveira, B. Konopatzki, F. Martins, M. Balbi, S. W. Zanin, J. Gasparin, O. Gomes,
C.Garcia, M. Dallarmi. 2022. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. Pp 1.

[4] Kobayashi Y. y et. al.( 2012). Una nueva lectina especifica de fucosa de la seta Pholiota squarrosa. J. Biol. Chem. 287: 33973— 33982.
doi: 10.1074 / jpbc.M111.327692.

[5] https://ciencia.unam.mx/contenido/infografia/193/las-propiedades-del-hongo-cola-de-pavo-

[6] Daniel E. Chavez M. (2015). Produccion de biomasa miceliar de Lactarius quieticolor y Rhizopogon roseolus en cultivo liquido para la
micorrizacion controlada de especies de Pinus. Tesis de Doctorado, Universidad de Concepcién; Chile.

[7] http://guiahongosnavarralgarciabona.blogspot.com/2015/03/strobilomyces-strobilaceus-scopfrberk.html. Consultado el 24/04/20.

[8] Juan Carlos Campos y Alberto Arregui. Manual de buenas practicas y guia de setas de Guadalajara. Edicién novenal, septiembre 2014
-4ta Edicion, pags. 102-103 y 134.

[9] Micobotanica-Jaén. La primera revista digital de Micologia y Botanica en castellano. ISSN 1886-8541. Pag. 47

[10] Okuda T. Yoshioka y et. al. (1972). Anticomplementary activity of antitumor polysaccharides. Nature, 238 (80), pags. 59-60.

[11] M. Jiménez, J. Pérez, J. Almaraz y M. Torres. 2013 . Hongos silvestres con potencial nutricional, medicinal y biotecnolégico
comercializados en Valles Centrales, Oaxaca. Revista Mexicana de Ciencias Agricolas Vol. 4 Num. 2 . p. 199-213.
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TRIPTICOS QUE SE ELABORARON CON INFORMACION OBTENIDA

DURANTE EL PROYECTO

TRIPTICO 1

Laccaria laccata (comestible)

PROTEINA: 15.9%

CENIZA: 12.5%
GRASA: 3.8%
CARBOHIDRATOS: 67.8%
Hongo/Mineral | Laccaria laccata
N (%) 2.97
P (%) 0.29
K (%) 2.87
Ca (%) 1.34
Mg (%) 0.26
Na (%) 0.045
(Cu (ppm) 24.50
Fe (ppm) 327.00
Mn (ppm) 114.00
Zn (ppm) 74.00

Goémez-Flores, L. D. J., Martinez-Ruiz, N. D. R.,
Enriquez- Anchondo, I. D., Garza-Ocafias,

F., N&ji LA, &Q M.
(2019). TIP. Revista especializada en Ciencias

Quimico- Bioldgicas, 22

%ﬁ?ﬁ%

La mayoria de macromicetos comestibles
poseen bajos contenidos de grasas, altos
contenidos de proteinas, carbohidratos,
minerales y energia.

Ofrecen una amplia gama de beneficios
para la salud con propiedades
farmacoldgicas, que incluyen
antidiabéticos, antioxidantes, antivirales,
antibacterianos, etc. Poseen actividades
terapéuticas y bioldgicas.

Producen varias clases de metabolitos
secundarios con actividad biolégica como
los compuestos fendlicos totales que
estan asociados con la capacidad
antioxidante, entre estos los flavonoides
son un grupo importante.

Los hong il es tibles que se
describen en las imagenes de este folleto se
pued rar en el bosque de SanMateo Rio
Hondo. Los datos mencionados son
referenciados de otros autores .
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Importancia de hongos
silvestres comestibles y
medicinales que se
pueden encontrar en
San Mateo Rfo Hondo,
Oaxaca
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Ramaria sp.
(comestible)

PROTEINA: entre 18.1y 12.6%
GRASA: entre 0.9y 3.4%
CENIZA: entre 8.6 y 11%
CARBOHIDRATOS: 72.40y 73 %

Composicion fendlica total:

[1 7.8 mg/g muestra para Ramaria
patagonica (2.5mg acido galico y 5.3mg
acido protocatecuico).

[1 6.8 mg/g para Ramaria botrytis (3.84 mg
acido gdlico y 29mg acido
protocatecuico).

Los valores energéticos de las muestras
oscilaron entre 370 y 373 kcal/100 de
muestra.

Rugolo, M., Mascoloti Spréa, R., Dias, M. I., Pires, T. C., Afiibarro-
Ortega, M., Barroetaveiia, C., ... & Barros, L. (2022). Nutritional
ition and bi i ies of wild edible mushrooms

from native Nothofagus Patagonian forests. Foods, 11(21), 3516.

Hypomyces lactiflourum
(comestible)

PROTEINA: 20.27%
GRASA: 2.67%

CENIZAS: 15.06%

FIBRA: 12.08%
CARBOHIDRATOS: 49.92%

Composicion fendlica: 2.98mg
EAG/gmuestra.

Contenido de carotenoides:
0.117mgEBC/g muestra.

Espejel-Sanchez, K. 1., Espir Solares, T.,
Reyes -Trejo, B., Hernandez-Rodriguez, G.,
Cunill-Flores, J. M., & Guerra- Ramirez, D.
(2021).  Nutritional value and thermal
degradation of bioactive compounds in wild
edible h . Revista Chapir Serie
Ciencias Forestales, 27(3)

Ganoderma brownii
(medicinal)

PROTEINA: entre 15.7 y 24.5%
GRASA: entre 0.48 y 1.40%
CENIZA: entre 0.68y 2.12%
CARBOHIDRATOS: 73.31y 81.90 %

Los valores energéticos de las muestras
oscilaron entre 396,1 y 402,9 kcal/100
de muestra.

La composicion fendlica total se
presenta entre 14 y 489 ug/100 g de
muestra.

Contienen acidos orgénicos como acido
oxalico, acido malico y acido fumarico.

Obodai, M., Mensah, D. L. N., Fernandes, A., Kortei, N. K.,
Dzomeku, M., Teegarden, M., ... & Ferreira, |. C. (2017).
Chemical characterization and antioxidant potential of wild
Ganoderma species from Ghana. Molecules, 22(2), 196.




TRIPTICO 2

Ramaria sp

(San Mateo Rio Hondo)

g/100 g muestra
Proteina 35.10
Carbohidratos 33.64
Fibra 26.92
Extracto etéreo 4.20
Cenizas 0.12

Fenloles totales (mgEAG/g)

Flavonoides (mgEQ/g)

Los hongos comestibles silvestres
poseen bajo contenido de grasas,
alto contenido de proteinas,
carbohidratos, minerales y energia.

Ofrecen una amplia gama de
beneficios para la salud con
propiedades farmacoldgicas, que
incluyen antioxidantes, antivirales,
antibacterianos, etc. Poseen
actividades terapéuticas y
bioldgicas, que son evidentes en los
ensayos in vivo e in vitro que se
han realizado.

Los hongos poseen varias clases de
metabolitos  secundarios  con
actividad bioldgica como son los
compuestos fendlicos totales que
estan asociados con la capacidad
antioxidante, entre estos los
flavonoides son un grupo
importante.
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Los hongos silvestres
comestibles pertenecen a
especies con carpodforos
grandes y visibles,
también llamados setas;
estas son el cuerpo
fructifero de un hongo
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Ganoderma brownii

Neolentinus lepideus San Mateo Rio Hondo
(San Agustin, Etla) Hypomyces lactiflourum San
Mateo Rio Hondo
g/IOOSgecmauestra g/100 g muestra sec
Proteina 16.71 £/100 g muestra seca Proteina 15.04
Carbohidratos 56.90 Proteina 34.88 Carbohidratos 41.06
Fibra 21.96 Carbohidratos 51.38 Fibra 42.75
Extracto 0.63 Fibra 11.50 Extracto etéreo 1.00
etéreo Extracto 211 Cenizas 0.14
Cenizas 3.80 etéreo
Cenizas 0.13

.

Fenloles totales (MgEAG/g) Flavonoides (mgEQ/g)
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6. Beneficios y Problemas
Consideramos como beneficio el Convenio de colaboracion académica que
mantiene el Instituto Tecnolégico de Oaxaca con el municipio de San Mateo Rio
Hondo, lo cual permiti6 que se contara con el apoyo de las autoridades para el

ingreso al bosque y la colecta de material fingico para el analisis.

Como problema es importante mencionar que la comunidad mantiene un conflicto
politico, el cual inicié durante la pandemia, que ha generado toma de la carretera y
nulo acceso a la comunidad y al bosque, lo cual no permitié obtener la informacién

etnomicoldgica directamente de la poblacion mayor en la comunidad.




7. Informacion adicional

Se presenta como informacién adicional la revision bibliografica ampliada

sobre los antecedentes del proyecto.

ANTECEDENTES

Zona de estudio
Podemos encontrar en el distrito de Miahuatlan, al municipio de San Mateo Rio
Hondo, ubicado en las Sierra Sur. Esta comunidad esta ubicada a 16° 09’ de
latitud norte y 96° 27’ de longitud oeste; a 2,300 msnm. Tiene una extensién
territorial de 81.96 km?, colinda al norte con San Andrés Paxtlan, San Sebastian
Rio Hondo y Santa Lucia Miahuatlan, al sur con Candelaria Loxicha, San Agustin
Loxicha, San Pedro el Alto y Santa Catarina Loxicha, al oeste con San Miguel
Coatlan, Santa Catarina Loxicha y Santa Lucia Miahuatlan, y al este con San
Marcial Ozolotepec, San Miguel Suchixtepec, San Sebastian Rio Hondo y Santa

Maria Ozolotepec.

Cerezal

San Sebastidn

Las Tinas Rio Hondo San Bernardo N

< Tierra Blanca
dgla S:i:?f?go 1; REGION MIXTECA

Barranca

Grande
San Mateo
Rio Hondo

San Pablo San Felipe

Rio Hondo

\af

Santa Maria
Ozolotepec 0zo
Distrito Nochixtlan

=
\a

San Miguel Cerro de Hojas
Suchixtepec
imar ;
o, Suchixtepec Llano el SanEsteban
{73} Zacatal  Ozolotepec 255 San Mateo Sindihui
Loma Morillo

FIGURA 7. San Mateo Rio Hondo, Miahuatlan, Oaxaca.



Extension. En una superficie de 91.86 kildmetros cuadrados se encuentra el

municipio, aproximadamente el 0.1 % de la extension del estado.

Orografia. La Postera, Zaniltepec y Cerro Ledn son los principales elementos o
cerros de la oroografia del municipio.

Hidrografia. Los rios Rio Hondo y Rio San Antonio pasan por el municipio.
Clima. Durante todo el afio el clima es frio, y en temporadas alcanza los 4 °C.

Principales Ecosistemas. El bosque de coniferas se observa en las zonas altas
del bosque; se encuentran animales silvestres como venados, liebres, insectos,

etc.

Recursos Naturales. Los recursos forestales y no forestales son el principal

recurso de la comunidad.

Caracteristicas y Usos de Suelo. Los suelos de la comunidad son humedos casi

todo el afio, sin embargo, usan riego de temporal para granos basicos.

Los hongos

Los hongos son organismos vivos eucariotas, que pertenecen al Reino Fungi. Se
distribuyen en tres principales subgrupos que incluyen: mohos u hongos
filamentosos, levaduras y setas. A pesar de las diferentes morfologias que
poseen, ya que podemos encontrar hongos microscépicos y macroscopicos,
comparten caracteristicas de nutricién, funcién, composicién de la pared celular,
ciclos de vida, etc. Su funcién en la naturaleza es diversa e indispensable, ya que
son los mas importantes degradadores de la materia organica, muchos son
micorricicos jugando un papel importante en el transporte de nutrientes a las
raices de los arboles. Las paredes celulares de los hongos estan formadas
principalmente por polimeros de N-acetil-glucosamina (quitina). Poseen esporas
que pueden permanecer viables durante mucho tiempo y dispersarse en el suelo,

por aire o agua. Poseen una estructura filamentosa conocida como hifas, que dan



lugar al micelio. México cuenta con una diversidad de aproximadamente 200 000
especies de hongos, de las cuales solamente se conoce el 4 %, tan solo en dos
mercados de los Valles Centrales de Oaxaca son comercializadas mas de 20
especies de hongos silvestres comestibles. Se ha reportado que México produce
el 60 por ciento de la produccion de America Latina, cerca de 4 mil toneladas de

hongos anualmente, que incluye los siguientes hongos:

« Champifiones blancos y cafés (Agaricus)
» Setas (Pleurotus)
+ Shiitake (Lentinula)

* Huitlacoche (Ustilago maydis)

El resto estd constituido por hongos no cultivables (silvestres) endémicos de
bosques templados, principalmente de pino y encino. De estos, casi la mitad no se
pueden cultivar debido a que viven en estrecha relacion con las raices de los
arboles. Sin embargo, se cree que pueden existir mas de 1100 especies de

hongos silvestres comestibles.

Durante el desarrollo de un organismo fangico se generan dos rutas metabdlicas:
el metabolismo primario y el secundario, en el primer proceso se sintetizan
moléculas sencillas y esenciales para el crecimiento de los hongos como son las
proteinas, carbohidratos, acidos grasos y polisacaridos. Después de concluir el
crecimiento los procesos metabdlicos son diferentes y se producen ahora
saponinas, alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos, glucésidos cardioténicos,
quinonas y sesquiterpenlactonas, que son metabolitos secundarios.

Estos compuestos son moléculas complejas que proveen al organismo la
capacidad de supervivencia en situaciones de estrés. Los basidiomicetos (que
pertenecen al filo Basidiomycota, poseen basidios con basidiosporas, esporas
sexuales), sintetizan gran cantidad de compuestos que pueden tener importantes
aplicaciones en la Biomedicina como antitumorales, antiproliferativos, antifingicos,
antivirales, antibacteriales, antimicrobianos, citostaticos, reguladores del

crecimiento, aromas, etc.



Dentro

de estos metabolitos se encuentran: saponinas, ergosterol,

sesquiterpenlactonas, &cido propanodioico, peréxido de ergosterol, taninos,

alcaloides, entre otros. Por su parte, las lectinas fungicas han atraido una

atencion considerable debido a sus actividades antitumorales, antiproliferativas

e inmunomoduladoras.

IMPORTANCIA DE LOS HONGOS

Se ha incrementado la produccién de los hongos por sus diferentes

propiedades:

Alto contenido nutrimental
Uso como bioinoculantes
Uso para exportacion
Propiedades medicinales (atribuidas a metabolitos primarios y
secundarios).
« Actividad antitumoral, antiproliferativa e inmunomoduladora .
* Mecanismos de defensa del huésped a la inflamacion y la
metastasis

Distintas bioactividades que han promovido un desarrollo comercial.

a: Metabolismo primario o tropofase
b: Metabolismo secundario o idiofase

Biomasa

P

Tiempo

FIGURA 8. Produccion de metabolitos durante el crecimiento de los

hongos.



Los metabolitos fangicos (Figura 7) se obtienen como producto del metabolismo

primario (Tabla 3), por accién de enzimas que catalizan varias reacciones

quimicas para la produccion de polimeros estructurales, proteinas, ADN, energia.

Algunas de estas moléculas de interés industrial son: Acidos carboxilicos,

Alcoholes, Enzimas (celulasas, amilasas o pectinansas, Acidos nucleicos,

Proteinas, Polisacaridos.

Lectinas fungicas

Propiedades

Especificidad

Aplicaciones

atropurpurascens, PAL

Polyporus 28 kDa NeuNAca2,6[Bgalactosyl Herramienta valiosa para el g
Squamosus, PSL tratamiento contra el cancer
Russula lepida, RLL 16 kDa Inulina y O -nitrofenilb -galacto- |Potente inhibidor de la
piranésido proliferacion (?ge]: hepatoma HepG2
vy en MCF- 7
Punctularia 67.6 kDa N-acetil-lactosamina

Activid[al(()j] antmicrobiana en A.
nigger

Pycnoporus sanguineus, |68.7 kDay 55.2 |Fucosa Actividad antmicrobiana en E. coli
PSL kDa (ol

Gymnopilus spectabilis, [64.4 kDay Melibiosa Activida{%}antmicrobiana en S.
GSL 126 kDa aureus

TABLA 3. METABOLITOS PRIMARIOS. Lectinas de hongos silvestres.

METABOLITOS SECUNDARIOS

Productos derivados de glucosa. Estreptomicina y neomicina.

2. Tienen propiedades antibioticas, estan relacionados con los nucledsidos. .

Productos derivados de la via shikimato-corismato. Intermediario para la

formacion de fenilalanina, tirosina, triptéfano, acido p-amino benzoico,

cloramfenicol, novobiocina, fenazinas y picocianinas.

4. Via del policétido. Produce diferentes compuestos con actividad biologica

[19, 20]




5. Terpenos y esteroides. Carotenoides (astaxantina).
6. Productos derivados de amino&cidos. Metabolitos que inhiben los tumores

en plantas. Hadacidina, es producido a partir de la glicina.

G. lucidum Acidos ganodéricos, Efectos carcinostaticos en células cancerigenas.
lucidimol y
ganodermanondiol.

G. lucidum Ergosterol Inhibicion del crecimiento del cancer de vejiga en
ratas.
G. lucidum Acido ganodérico MD Supresion del crecimiento de células cancerosas
4

de mama a través de la inhibiciéon

L. quieticolor Acido propanodioi([:é]J y
acido decanoico

o . . : . 171
L. laccata Ergosterol, peréxido de Anticancerigeno, anticoagulante y antitumoral .
ergosterol, acido 0|(—'_'ICO[

acido linoleico etil éster

SenzZepmIum Alcaloides
commune Cumarinas

TABLA 4. Metabolitos secundarios producidos por hongos.
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QOaxaca de Juarez, Oaxaca,
ASUNTO: Entrega de informacion
Danilo Pinacho Campuzano
Director de Turismo de San Mateo Rio
Hondo, Oaxaca
Miriam S&enz de Sicilia Avila

Presidenta del Comité de Turismo
de San Mateo Rio Hondo, Oaxaca

Por medio de la presente se hace de su conocimiento que el Instituto Tecnolégico de Oaxaca
(ITO) a través de la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién, realizé el proyecto
“Identificacion de metabolitos de hongoes silvestres comestibles de San Mateo Rio Hondo,
OQaxaca®, dentro del proyecto institucional ““Biodiversidad de especies fungicas de San Mateo
Rio Hondo, con posible potencial farmacolégico y nutrimental”, en el marco del Convenio de
Colaboracién Académica entre el Instituto Tecnolégico de Oaxaca y el Municipio de San Mateo
Rio Hondo, Oaxaca, celebrado el 11 de octubre de 2019; en el cual participaron la M.C. Baleria
Maria Hernéndez Chévez, el Dr. Ricardo Valenzuela Garza, el Biol. Héctor Aguilar Reyes, y la Dra.
Alma Dolores Pérez Santiago como responsable del proyecto. Como producto de las
investigaciones realizadas se presentan los primeros resultados, concentrados en los siguientes
documentos:,
1. Cartel: Hongos silvestres comestibles de San Mateo Rio Hondo, Oaxaca.
2. Cartel: Hongos silvestres de San Mateo Rio Hondo, Oaxaca. Contiene una tabla con
nombre cientifico, nombre comun, compuestos que producen, efecto que poseen.
3. Cartel: Hongos silvestres de San Mateo Rio Hondo, Oaxaca. Contiene una tabla con
nombre cientifico, nombre comun, compuestos que producen, efecto que poseen.
4. Cartel: Hongos silvestres medicinales de San Mateo Rio Hondo Oaxaca. Contiene
imégenes de hongos silvestres medicinales y hongos comestibles medicinales de San
Mateo Rio Hondo,
5. Cartel: Hongos silvestres de San Mateo Rio Hondo. Contiene imégenes de hongos
slivestres que se estudian actualmente en la busqueda de metabolitos, y su efecto sobre
células de cédncer de mama.
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6. Cartek Hongos silvestres téxicos de San Mateo Rio Hondo, Oaxaca,

7. Folleto: Hongos silvestres comestibles de San Mateo Rio Hondo, Oaxaca.

8. Folleto: Importancia de hongos slivestres comestibles y medicinales que se pueden
encontrar en San Mateo Rio Hondo, Oaxaca.

9. Presentacion: HONGOS SILVESTRES DE SAN MATEO RIO HONDO E IDENTIFICACION DE
METABOLITOS. Realizada y presentada por M.C. Baleria Maria Herndndez Chévez (Tesista
de doctorado).

10. Toda la informacién antes mencionada se entrega en una memoria USB .

Referente al Acuerdo de Colaboracién celebrado entre "el Municipio” San Mateo Rio Hondo y el
“Instituto Tecnolégico de Oaxaca®, "el ITO se reserva la propiedad intelectual que tiene sobre las
innovaciones, inventos, patentes, disefios, modelos de utilidad y/o derecho de autor que resulten
del proyecto o de su aplicacion en el Municipio, debido a que es parte fundamental del
conocimiento generado por los investigadores. Asi mismo, cuando el Municipio realice la
reproduccion parcial o total del proyecto o lo oplique con fines comerciales, tiene la obligacién
de citar el crédito correspondiente al ITO"

El ITO agradece al Municipio las facilidades brindadas para la realizacion del proyecto, y
manifiesta su interés en continuar los trabajos de investigacién, asi como la disponibilidad para
participar en platicas a la comunidad y eventos académicos.
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Instituto Tecnoldgico de Oaxaca
Dwizion e Ertudion de Posgrado e Irvatiga: i6n

Hasstre en Crunclas en Desarolio Begional y Tecnaléges
Oaxaca de Juérez, Oax.m
Oficio No. DEPI-756/2023

ASUNTO: Autorizacién de impresién de tesis.

C. MONSERRAT VARGAS RIOS

ESTUDIANTE DEL PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS
EN DESARROLLO REGIONAL Y TECNOLOGICO
PRESENTE.

De acuerdo con las disposiciones para la Operacién de Estudios de Posgrado e Investigacién del
Tecnolégico Nacional de México. dependiente de la Secretaria de Educacion Pablica y habiendo
cumplido con todas las indicaciones que la Comisién Revisora le hizo con respecto a su Tesis para
obtener ¢l Crado de Maestra en Ciencias en Desarrollo Regional y Tecnolégico, cuyo titulo es
“Caracterizacién quimica proximal y evaluacién antioxidante de los hongos comestibles silvestres
Laccaria laccata, Hypomyces lactiflourum. Ganoderma brownii ¥ Ramaria sp, provenientes de San
Mateo Rio Hondo, Oaxaca®. los abajo firmantes. integrantes de la Comision Revisora le
concedemos la autorizacion para que proceda a la Impresién de la misma,
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CONSTANCIA

A QUIEN CORRESPONDA:

El que suscribe, jefe de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion, HACE CONSTAR que I3
C. BALERIA MARIA HERNANDEZ CHAVEZ

De acuerdo a documentacion que existe en la Coordinacion de Doctorado en Ciencias en Desarrollo Regional vy
Tecnologico, se encuentra en tramites de titulacién con el proyecto de tesis:

“Hongos silvestres comestibles y medicinales de San Mateo Rio Hondo: tamizaje fitoquimico, evaluacion de sus
propiedades bioactivas y un estudio etnomicolégico”

Se extiende |la presente a peticion de la interesada y para los fines que le convengan, en la ciudad de Oaxaca de
Juarez, Oax, a los 5 dias del mes de septiembre de dos mil veintitrés.
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CONSTANCIA

A QUIEN CORRESPONDA:

El gue suscribe, jefe de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacién, HACE CONSTAR que |a

C. YESENIA ARAGON LOPEZ

De acuerdo a documentacion que existe en la Coordinacion de Doctorado en Ciencias en Desarrollo Regional y
Tecnologico, se encuentra en tramites de titulacion con el proyecto de tesis:

“Especies fungicas de Santa Maria Yavesia con posible potencial farmacolégico y nutrimentai”

Se extiende la presente a peticion de la interesada y para los fines que le convengan, en la ciudad de Oaxaca de
luarez, Oax, a los 5 dias del mes de septiembre de dos mil veintitrés.
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Docrorado en Ciencras en Desarrollo Regional v Tecnoldgico

CONSTANCIA

A QUIEN CORRESPONDA:

El gue suscribe, jefe de Ia Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion, HACE CONSTAR que la
C. MARIMAR CRUZ CRUZ
De acuerdo a documentacion que existe en la Coordinacion de Doctorado en Ciencias en Desarrollo Regional v

Tecnoldgico, se encuentra en tramites de titulacion con el proyecto de tesis:

“Reconocimiento del antigeno Thomsen- Friedenreich (agTf) mediante el
empleo de lectinas presentes en Lactarius volemus”

Se extiende la presente a peticidn de la interesada y para los fines que le convengan, en la ciudad de Oaxaca de
ludrez, Oax, a los 5 dias del mes de septiembre de dos mil veintitrés.
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CONSTANCIA

A QUIEN CORRESPONDA:

El que suscribe, jefe de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacién, HACE CONSTAR que la
C. EDIBETH JOSE CRUZ
De acuerdo a documentacion que existe en la Coordinacion de Doctorado en Ciencias en Desarrollo Regional y

Tecnoldgico, se encuentra en tramites de titulacidn con el proyecto de tesis:

“Potencial nutricional, medicinal y biotecnolégico de los hongos silvestres
de Santa Cruz Itundujia, Putla, Oaxaca”

Se extiende la presente a peticion de la interesada y para los fines que le convengan, en la ciudad de Oaxaca de
Judrez, Oax, a los 5 dias del mes de septiembre de dos mil veintitrés.
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ARTICULO ENVIADO A LA REVISTA TIP. EN PROCESO. ACEPTADO CON
CORRECCIONES

Propiedades antioxidantes y contenido fenolico hongos silvestres comestibles

Monserrat Vargas-Rios!, Marco Antonio Sanchez-Medina!, Ivan Antonio Garcia-Montalvo',
Eduardo Pérez-Campos', Emilio Hernandez-Bautista', Maria del Socorro Pina-Canseco?, Margarito
Martinez-Cruz', Alma Dolores Pérez Santiago"

'Division de Estudios de Posgrado e Investigacion, Tecnoldgico Nacional de México/Instituto
Tecnologico de Oaxaca, Av. Ing. Victor Bravo Ahuja #125, Esq. Calzada Tecnologico, Oaxaca
68030, México. Correo electronico:*aperez_santiago@hotmail.com

2Centro de Investigacion, Facultad de Medicina UNAM-UABJO, Facultad de Medicina y Cirugia,
Universidad Autéonoma “Benito Juarez” de Oaxaca, Oaxaca de Juarez, Oaxaca, México.

Resumen

Los hongos silvestres comestibles comunmente llamados setas, son de gran importancia por su
valor nutricional y/o medicinal. Al ser éstos el cuerpo fructifero de los hongos, tienen ciertas
caracteristicas fisicas que los distinguen como son: el micelio, el sombrero, el pie y el himenio,
ademas de esporas que les permiten su reproduccion. Estos organismos han adquirido gran interés
debido a que varios estudios revelan los beneficios de algunos metabolitos secundarios bioactivos
que producen, entre los que destacan los compuestos fenolicos. El objetivo de esta revision es
describir las propiedades antioxidantes de hongos silvestres comestibles y de algunos cultivos in
vitro, las cuales se deben principalmente a compuestos como los flavonoides, capaces de eliminar
los radicales hidroxilos, los aniones superoxido y los radicales peroxi lipidicos. La capacidad
antioxidante de los hongos se ha evaluado por diversas técnicas como la cuantificacion de
compuestos fendlicos totales y flavonoides totales, se ha determinado la actividad antioxidante total
y la capacidad bloqueadora del radical libre DPPH. Es importante continuar con los estudios de los
hongos silvestres comestibles y su aportacion como alimentos funcionales, sus aplicaciones
médicas y farmacoldgicas.

Palabras clave: Hongos silvestres comestibles, propiedades antioxidantes, polifenoles,
flavonoides, alimentos funcionales

Antioxidant properties and phenolic content of edible wild mushrooms

Abstract

Edible wild mushrooms, commonly called mushrooms, are of great importance for their nutritional
and/or medicinal value. Being the fruiting body of mushrooms, they have certain physical
characteristics that distinguish them, such as: mycelium, cap, foot and hymenium, as well as spores
that allow them to reproduce. These organisms have acquired great interest because several studies
have revealed the benefits of some bioactive secondary metabolites they produce, among which
phenolic compounds stand out. The aim of this review is to describe the antioxidant properties of
edible wild mushrooms and some in vi tro cultures, which are mainly due to phenolic compounds
such as flavonoids, capable of scavenging hydroxyl radicals, superoxide anions and peroxy lipid



radicals. The antioxidant capacity of mushrooms has been evaluated by various techniques such as
quantification of total phenolic compounds and total flavonoids, total antioxidant activity and
DPPH free radical blocking capacity have been determined. It is important to continue with the
studies of edible wild mushrooms and their contribution as functional foods, their medical and
pharmacological applications.

Key words: Edible wild mushrooms, antioxidant properties, polyphenols, flavonoids, functional
foods

Introduccion

La inclusion del consumo de hongos comestibles es importante en nuestra dieta por su valor
nutricional y para favorecer la salud, debido a la presencia de compuestos bioactivos con efectos
aditivos y sinérgicos. En las ultimas décadas los hongos se han considerado como alimentos
funcionales y como una fuente médicamente eficiente en terapias contra el cancer, antiviral,
inmunopotenciadora y actividad hipolipidémica (Rathee et al., 2012; Lopez et al., 2017). Sin
embargo, se requieren estudios minuciosos de los diversos beneficios para la salud que los hongos
proporcionan a los seres humanos y sus mecanismos de accion. La exploracion de hongos silvestres
comestibles y la identificacién de sus componentes activos con un valor terapéutico potencial sigue
siendo un desafio, por lo tanto, los hongos silvestres comestibles seguiran siendo el centro de
atencion mas destacado de la investigacion en la perspectiva futura (Rathee ef al., 2012). En los
ultimos afos se ha estudiado la produccioén de compuestos fenolicos en algunas especies de hongos
cultivados en medios no naturales, es decir, en el laboratorio. La fermentacion sumergida de hongos
ha recibido mucha atenciéon como una alternativa prometedora para la produccion eficiente de la
biomasa de hongos medicinales y sus metabolitos activos (Tang et al., 2007).

Hongos

El reino fungi, referido literalmente a los hongos, esta formado por un grupo diverso de organismos
unicelulares o pluricelulares (Castro & Vega, 2017). Los hongos son organismos heterdtrofos que
son capaces de obtener energia a partir de sustancias organicas sintetizadas previamente por otros
organismos. Las formas de vida de los hongos pueden ser saproéfitas, parasitas y simbidticas. Los
saprofitos al desarrollar todo su ciclo vital sobre materia organica inerte, pueden colonizar
cualquier tipo de sustrato orgénico, en la tabla 1 se muestran ejemplos de hébitats de estos hongos;
los hongos parésitos son los que se desarrollan sobre tejidos vivos y pueden ser facultativos si se
desarrollan sobre materia orgdnica muerta, de forma natural o en cultivos artificiales, en cambio,
los hongos que no se desarrollan en medios artificiales reciben el nombre de parasitos obligados
(Cuesta, 2003); los hongos simbioticos se unen a otros organismos favoreciéndose el uno del otro,
donde generalmente la planta protege contra enfermedades, desecacion, restriccion de nutrientes y
el hongo proporciona minerales, vitaminas, carbohidratos y agua, en la figura 1 se puede apreciar
su clasificacion (Heredia, 2020).

Tabla 1.

Figura 1.

Los hongos que forman setas se reproducen mediante esporas que pueden ser sexuales o asexuales
(Garcia, 1995). Los ascomicetos contienen sus esporas en el interior de células que tienen forma



de botella llamadas ascas (ver figura 2), en la etapa madura las esporas son lanzadas fuera al abrirse
el asca por su extremo superior. Los hongos que forman sus esporas en pequefias prolongaciones
exteriores de unas células llamadas basidios, se conocen como basidiomicetos (ver figura 2).
Algunos géneros que pertenecen a basidiomicetos son Amanita, Boletus, Pleurotus, Lentinus
Cantharellus cibarius y Lycoperdon; también hay otros basidiomicetos que no tienen forma de seta
y muchos crecen sobre la madera, ejemplos son los de los géneros Bjerkandera y Trametes.

Figura 2.

Hongos silvestres comestibles

Los hongos silvestres comestibles pertenecen a especies con carpdforos grandes y visibles, también
llamados setas, estas son el cuerpo fructifero de un hongo (Boa, 2004; Miralles, 2005). No todos
los hongos presentan estas estructuras, las setas corresponden a formas fungicas evolucionadas,
con organizacion anatdmica y compleja (Miralles, 2005). Las partes de un hongo comestible se
ilustran en la figura 3. La zona fértil de la seta se llama himenio, que para una seta de sombrero
puede componerse de laminas, tubos o agujas. En estas zonas hay unas células reproductivas
llamadas basidios, encargadas de producir las esporas (Castro & Vega, 2017).

Figura 3.

Algunos géneros que pertenecen a basidiomicetos son: Amanita, Boletus, Pleurotus, Lentinus
Cantharellus cibarius y Lycoperdon; también hay otros basidiomicetos que no tienen forma de
seta y muchos crecen sobre la madera, ejemplos son los de los géneros Bjerkandera y Trametes.
En la figura 4 se muestran ejemplos de hongos basidiomicetos caracteristicos de cada género
anteriormente mencionado (Garcia, 2006).

Figura 4.

Los hongos comestibles silvestres poseen bajos contenidos de grasas, presentan altos contenidos
de proteinas, carbohidratos, minerales y energia. Adicionalmente tienen gran cantidad de agua (70
a 90%), como se ha reportado para Lactarius volemus, Cantharellus cibarius y Hydnum repandum
(Colak et al.,2009). Heleno et al., 2015 estudiaron tres especies de hongos: Boletus edulis, Lentinus
edodes y Xerocomus badiuslas, analizaron sus compuestos fenolicos y tocoferoles y su actividad
antioxidante; ellos demostraron que los carbohidratos estaban presentes en abundancia en este tipo
de hongos, seguidos de las proteinas, las cenizas y los acidos grasos (los acidos grasos
poliinsaturados eran mas altos que los acidos grasos saturados).

Estos hongos se consideran una rica fuente de fitonutrientes como polisacaridos, fibras dietéticas
y otros micronutrientes, ademds de varios aminoacidos esenciales, que son componentes basicos
de proteinas vitales. En general, los hongos ofrecen una amplia gama de beneficios para la salud
con un amplio espectro de propiedades farmacoldgicas, que incluyen antidiabéticos, antioxidantes,
antivirales, antibacterianos, osteoprotectores, nefroprotectores, hepatoprotectores, etc. Tanto los
hongos silvestres comestibles como los medicinales poseen actividades terapéuticas y biologicas,
que son evidentes a partir de los ensayos in vivo e in vitro (Anusiya et al., 2021). Ademas, producen
varias clases de metabolitos secundarios con actividad bioldgica, dentro de los que se han



reportado: polisacaridos, triterpenoides, polifenoles, nucleodtidos, esteroles, esteroides, fibra
dietaria, péptidos, proteinas, alcoholes y minerales (Lopez et al., 2017). Sin embargo, los
compuestos fenolicos han adquirido mayor relevancia por su relacion con la capacidad
antioxidante, como la reportada en algunas plantas (Rochin-Medina ef al., 2021).

Para algunos investigadores resulta conveniente estudiar macromicetos de regiones del mundo con
tendencia ficofaga. En México se han estudiado especies como Amanita caesarea, Cantharellus
cibarius, Ramaria sp. (Lopez-Vazquez et al. 2017), Hygrophorus sordidus, Agaricus arvensis,
Boletus frostii, Ramaria flava, Lycoperdon perlatum, Boletus luridus, Hypomyces lactiflorum
(Yahia et al. 2017), Boletus edulis, Lactarius indigo (Lopez-Vazquez et al. 2017; Yahia et al.
2017), Amanita rubescens, Flammulina mexicana, Floccularia aff. luteovirens, Gyromitra sp.,
Morchella sp., y Turbinellus floccosus, sin embargo, de las 450 especies de hongos comestibles
solo alrededor del 3.5 % han sido estudiadas (Gonzalez-Morales, Ribas-Aparicio & Burrola-
Aguilar, 2021). Dentro de los metabolitos secundarios producidos se encuentran los alcaloides
(inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos, y derivados del tropano), generados por los hongos
conocidos como psilocibicos. Psilocybe cubensis es un psilocibio, que es conocido como
alucindgeno gracias a la produccién de sustancias derivadas del anillo indol (norbacocistina,
baeocistina, psilocibina y la psilocina (Salvago, 2012). La psilocibina tiene efectos positivos sobre
la ansiedad en pacientes con cancer terminal (Baggott ef al., 2015).

La especie Ganoderma lucidum es un hongo saprofito cuyo micelio vive en la madera muerta de
arboles y sus carpoforos se encuentran en la base de sus troncos (Avila Lopez & Yanez Moretta,
2020). Es una de las especies mas estudiadas, por sus compuestos bioactivos y propiedades con
gran potencial en la industria farmacéutica, ademas de comercializacion global (Rodriguez-
Farinango et al., 2021). Se ha comercializado como café enriquecido con extractos del hongo, con
propiedades antiinflamatorias y antitumorales (Cano-Estrada & Romero-Bautista, 2016). Estudios
recientes han demostrado el potencial farmacologico de esta especie en el tratamiento de diabetes,
inflamacion, epilepsia, neurodegeneracion, cancer, ansiedad, sedacion, enfermedades cardiacas,
depresion, enfermedades hepaticas y trastornos inmunoldgicos. El uso de G. lucidum en
alimentos/nutricion, tratamientos médicos y cosméticos, asi como ingrediente activo en numerosos
suplementos disponibles en el mercado aumenta regularmente de acuerdo al nimero de ensayos
clinicos/patentes realizados (Ahmad et al., 2021). Se han reportado valores ECs, de la actividad
antioxidante para G. lucidum, de 7,07 mg/ml; para el poder reductor se encontraron valores de ECs,
de 0,67 mg/ml (Kozarski, ET AL., 2011). En un estudio se encontré que los alcaloides son los
metabolitos secundarios mas representativos en el extracto del hongo G. lucidum aunque no se
cuantificaron (Aguilar, Bertot & Pita, 2021).

Se ha reportado que al menos 4 hongos estudiados presentan la mayoria de las propiedades
funcionales de interés: Agaricus bisporus, Agaricus blazei, Ganoderma lucidum y Lentinula
edodes (Fernandez, Haza & Morales, 2020). La produccion del champifion (Agaricus bisporus) en
México asciende a 40000 toneladas, el shittake (Lectinula edodes) en Asia también tiene un gran
valor comercial (Cano-Estrada & Romero-Bautista, 2016). En los tltimos afios se ha reportado
una creciente demanda de los productos derivados de hongos comestibles con propositos
terapéuticos para prevencion de enfermedades en Europa, Norteamérica, el Sureste de Asia y
Latinoamérica, a través de suplementos alimenticios, capsulas, tabletas y bebidas tonificantes con
compuestos bioactivos o extractos fingicos purificados. En el Sureste de Asia, sobre todo en China



y Japon, los hongos comestibles Lentinula, Ganoderma, Grifola, Pleurotus se utilizan para
desarrollar alimentos funcionales diversos (Carrera, 2010).

Compuestos fenolicos

Se generan en el metabolismo secundario y poseen por lo menos un grupo hidroxilo unido a un
anillo aromatico que es un grupo fenol (Ver figura 5). El enlace fuerte entre el oxigeno del grupo
hidroxilo y el anillo fenilo propicia que los fenoles se comporten como 4cidos, mientras que el
enlace relativamente débil entre el oxigeno y el hidrogeno ocasiona la disociacion de un protdon que
puede ser liberado al medio, originando un i6n fenolato con carga negativa (Ringuelet & Vifia,
2013).

Figura S.

En general los compuestos fendlicos se encuentran en forma de ésteres, son solubles en agua y en
disolventes organicos polares, se caracterizan por anillos aromaticos que tienen un grupo hidroxilo
fenolico (Mello & Santos, 2001; Verpoorte & Alfermann, 2000). En la tabla II, se puede observar
que los compuestos fendlicos son los principales metabolitos secundarios a los cuales se les
atribuye la actividad antioxidante como efecto medicinal que tienen algunos hongos silvestres
comestibles.

Tabla II.

Los flavonoides son compuestos polifendlicos producto del metabolismo secundario, y son de los
mas abundantes. El esqueleto comun de todos los flavonoides consta de dos anillos de seis atomos
de carbono (designados con las letras A y B) unidos mediante un puente de tres atomos de carbono
que por lo comun forma un tercer ciclo (anillo C) (Figura 6). Dependiendo del grado de oxidacion
del anillo central, se obtienen las diferentes estructuras de cada compuesto flavonoide en particular.
Dentro de las principales clases de flavonoides se encuentran: chalconas, flavanonas, flavonas,
flavonoles, isoflavonas, flavan-3-oles y antocianidinas (Figura 8) (Ringuelet & Vifia 2013). Un
tipo de flavonoide de gran interés es la quercetina, se ha demostrado que inhibe el crecimiento de
células de cancer de ovario metastasico humano al regular a la baja la expresion de moléculas
antiapoptdticas como Bcl-2, Bcl-xL, ademdas regula al alza la expresion de moléculas
proapoptdticas como caspasa-3, caspasa-9, Bid, Bad, Bax y citocromo c. La quercetina también
posee efectos antimetastdsicos en las células de cancer gastrico a través de la interrupcion de la
formacién de plasmina por la uroquinasa. Ademdas de la quercetina, la fisetina, luteolina y
kaempferol tienen efectos inmunomoduladores especificos que podrian estar relacionados con sus
actividades antialérgicas y efectos beneficiosos contra enfermedades autoinmunes (Kikuchi, 2019).
Por esta razon, es de suma importancia encontrar este flavonoide presente en los hongos silvestres
comestibles. Se encontraron flavonoides (quercetina) en los hidrolizados de proteinas de Pleurotus
ostreatus (Lin, 2014).

Figura 6.

Figura 7.

Los flavonoides tienen funciones diversas, por ejemplo, purifican la sangre, fortalecen el sistema
inmunologico, controlan el nivel de colesterol, regulan la presion arterial, suprimen la secrecion de



acido, previenen la formacion de trombos, actian como antibacterianos, antifingicos, antialérgicos
y anticancerigenos, promueven el metabolismo y la actividad vasodilatadora, etc. Los flavonoides
son potentes antioxidantes, capaces de eliminar los radicales hidroxilo, los aniones superdxido y
los radicales peroxi lipidicos (Bulugahapitiya, 2013).

La capacidad antioxidante de un hongo puede evaluarse por diversas técnicas cuantificando ciertos
compuestos como compuestos fenolicos totales y flavonoides totales, ademas se puede cuantificar
la actividad antioxidante total y la capacidad bloqueadora del radical libre DPPH. Se ha demostrado
que estos datos pueden ser muy variables, segin la especie estudiada y el area de recoleccion (Ver
tabla I1I). En la tabla II se puede apreciar el contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides
totales de algunas especies estudiadas. Mares, 2014 analiz6 varias especies de hongos comestibles,
de las cuales encontr6 valores de contenido fendlico total de hasta 4.145 mg EAG/mg extracto, y
de flavonoides de hasta 2.76 mgEQ/g extracto. Gursoy et al., (2010) encontr6 valores de contenido
fenolico total de hasta 10.51 mg EAG/mg extracto en una especie fungica de Turquia.

Tabla III.

Cultivos de hongos in vitro

Los hongos macromicetos pueden ser utilizados en procesos biotecnoldgicos propagando su
crecimiento de manera controlada mediante fermentacion sumergida y en medio sélido, para
obtener metabolitos de interés. Por ello es importante monitorear su crecimiento para controlar los
procesos fermentativos (Pérez et al., 2017). Actualmente, muchos hongos medicinales que se
comercializan a gran escala se obtienen principalmente a través del cultivo en el campo del cuerpo
fructifero. La fermentacion sumergida es una opcion estudiada en los tltimos afos no solo para la
produccion de la biomasa si no para favorecer las condiciones en las que estos producen ciertos
metabolitos secundarios bioactivos de interés (Tang et al., 2007).

Se ha demostrado que la viscosidad del cultivo es un factor a controlar ya que limita la oxigenacion
del medio, provocando la muerte del micelio, por otra parte la produccion de fenoles totales se
maximiza cuando la concentracion de glucosa decrece a lo largo del tiempo. Se ha estudiado la
cinética y extraccion de compuestos fenolicos de Pleurotus ostreatus mediante fermentacion
sumergida, después de 72 h observaron que comenz6 a aumentar la produccion de los polifenoles
de forma exponencial (Ferrer et al., 2019). Las especies del género Pleurotus, pueden ser obtenidas
en diferentes sustratos y condiciones climaticas, lo cual permite la optimizacion de parametros para
la produccion de biomasa y metabolitos de interés. Actualmente, los estudios realizados con este
género muestran su variedad micoquimica, por lo que esto podria ser utilizado para la obtencion
de bioproductos con gran aplicacion en la industria médico-farmacéutica. Algunos investigadores
han observado como Pleurotus ostreatus cultivada en pulpa de café es capaz de degradar la cafeina
contenida en el sustrato y aumentar el contenido de este alcaloide en los cuerpos fructiferos de la
especie, a medida que la seta crece, esta forma de cultivo permite el crecimiento de cuerpos
fructiferos para ser utilizados como alimento funcional, nutracéuticos y nutricéuticos eliminando a
su vez problemas de contaminacion ambiental que provocan los subproductos agroindustriales de
naturaleza lignocelulosica (Beltran-Delgado et al., 2020). Se han encontrado altas concentraciones
de los flavonoides rutina (31,20 mg/100 g) y crizina (40,00 mg/100 g) en el hongo P. ostreatus,
ademds de una cantidad perceptible de fenoles totales (5.49 mg/100 g), acido ascorbico (25,00
mg/100 g), a-tocoferol (30.3 mg/100 g), B-caroteno (3,10 mg/100 g) (Jayakumar, Thomas &
Geraldine, 2009). Esta actividad productiva puede ser redituable y sustentable, ya que se pueden



obtener gran variedad de metabolitos sin necesidad de depender de las temporadas de lluvias para
obtener carpoforos, ademas que se involucra a las comunidades donde se producen los hongos de
interés

Estudios hechos con Trametes maxima mostraron un crecimiento maximo a los 12 dias en
fermentacion sumergida; la cepa de Pleurotus ostreatus mostrd un mejor crecimiento en
fermentacion en medio solido. La determinacion de biomasa fungica en ambos tipos de
fermentaciones mediante la cuantificacion de quitina, resulta un método rapido, sensible y
confiable, ya que muestra una fuerte correlacién con la determinacién gravimétrica de biomasa
(peso seco) como medida directa (Pérez et al., 2017).

Radicales libres y antioxidantes

En la célula el metabolismo del oxigeno molecular propicia la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) que se pueden ver en la figura 9, por ejemplo, el peroxido de hidrogeno, el radical
hidroxilo y el radical superoxido; éstos pueden ser toxicos al reaccionar con macromoléculas
celulares. (Ghezzi et al., 2017). El estrés oxidativo resulta en dafio molecular y celular (Tan, 2018);
puede conducir a un deterioro fisiolégico y una mayor incidencia de enfermedades y muertes
relacionadas con la edad (Buffenstein ef al., 2008). Por este motivo, los organismos han
desarrollado sistemas de defensa antioxidantes para eliminar las ROS (Ghezzi et al., 2017).

Figura 9.

El estrés oxidativo estd relacionado con la inestabilidad gendémica como resultado del dafio del
ADN vy la acumulacién de enlaces cruzados glicosilados durante el dafio de la proteina que puede
dar como resultado la patogénesis asociada con la enfermedad cardiovascular y neurodegenerativa.
Las ROS son producidas endégenamente en condiciones fisiologicas normales; se producen
continuamente a lo largo de nuestra vida (Buffenstein et al., 2008). La evidencia de investigacion
emergente ha sugerido que los antioxidantes pueden controlar la auto-oxidacion al interrumpir la
propagacion o inhibir la formacion de radicales libres y posteriormente reducir el estrés oxidativo,
mejorar la funcién inmunoldgica y aumentar la longevidad saludable (Tan, 2018).

Capacidad antioxidante

Existen varias técnicas espectrofotométricas para evaluar la capacidad antioxidante de hongos
silvestres comestibles, por ejemplo el ensayo sobre el radical DPPH, es ttil para predecir las
actividades antioxidantes al inhibir la oxidacion de lipidos. Por lo tanto, la eliminacion de radicales
DPPH determina la medida en que se eliminan los radicales libres. Se usa popularmente debido al
tiempo comparativamente corto que se necesita para llevar a cabo el analisis (Mwangi,ef al., 2022).
Se basa en la habilidad de los antioxidantes para reducir el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) lo
cual se evidencia por la disminucién de la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm (Brand
Williams et al,. 1995).

El contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales, que estan relacionados con la
capacidad antioxidante (Mwangi,et al., 2022; Robaszkiewicz et al., 2010), pueden determinarse
siguiendo el método propuesto por Singleton et al. (1999). Este se basa en la reaccion de los
compuestos fendlicos con el reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de wolframato sddico y molibdato
sodico en acido fosforico), a pH basico, dando lugar a un complejo de color azul susceptible de ser
determinado espectrofotométricamente. El método de Folin-Ciocalteu es conveniente, simple,



requiere solo de equipos comunes y ha producido una gran cantidad de datos comparables. Este
método se sigue utilizando en la actualidad; por ejemplo, con este método se determind la actividad
quelante de hierro de algunas plantas medicinales (Ebrahimzadeh et al. 2008). Para determinar el
contenido de flavonoides se sigue el método descrito por Ebrahimzadeh et al. (2008). Este método
esta basado en la reaccion de los iones aluminio con los flavonoides, en medio alcalino, con la
formacion de un complejo que absorbe luz a 415 nm. Un estudio realizado de extractos metandlicos
de Ramaria flava, Rhizopogon roseolus y Russula delica analiz6 la actividad antioxidante en
diferentes sistemas de prueba incluidos 1.1 difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), eliminacién de
radicales libres, poder reductor y quelacion de metales (Gursoy et al., 2010). Un estudio reciente
que se hizo sobre hongos comestibles de la india arroja los datos de la tabla IV de fenoles totales,
flavonoides, poder reductor y DPPH (Mwangi,et al., 2022).

Tabla IV

Conclusiones

Los hongos se han estudiado ampliamente debido a sus propiedades medicinales, los cuales se
complementan como un producto dietético importante. Los metabolitos secundarios y los
compuestos fenolicos bioactivos presentes en los hongos imparten un amplio espectro de
propiedades médicas y farmacologicas que se han establecido a través de varios estudios in vitro e
in vivo. La fermentacion sumergida es una alternativa favorable para la obtencion de compuestos
bioactivos en condiciones de proceso controladas.
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Tabla 1. Tipos de habitats de hongos saprofitos (Cuesta, 2003).

Habitat Descripcion del habitat / especies que se desarrollan ahi

Tronco recién apeado, podria ser infectado por parésitos facultativos
(Fomitopsis pinicola, Fomes fomentarius, Phaeolus schweinitzii, Ganoderma
pfeifferi, Oudemansiella mucida, Lentinus lepideus, Hericium clathroides,
Crecen sobre la varias especies de Stereum)
madera o sus Madera con pudricion inicial, se desarrollan especies del género Mycena,
restos algunas de Pluteus, Trametes, Pholiotas, Polyporus arcularius, etc.
Tronco que es puro aserrin y restos de procedentes de hojas y frutos son
colonizados por: Bolbitius vitellinus, Cyathus olla, Entoloma serrulatum,
Stropharia aeruginosa, etc.
Se desarrollan sobre el humus de la capa superficial del suelo, descomponiendo
y alimentandose de la materia orgénica procedente de los restos de las raices y
de los tallos de las diferentes herbaceas.

Prados,
pastizales y
claros de bosque

Agaricus (A. campestris, A. macrosporus, A. arvensis, A. xanthodermus, etc).
Hygrocybe (H. coccinea, H. conica, H. psitacina, H. punicea, etc).

Géneros de Lycoperdon, Calvatia y Bovista, y el caso singular de Clathrus
archeri

Se desarrollan sobre la materia organica carbonizada que queda después de un
incendio forestal, o en los restos de las hogueras que se producen en los montes
Especies como consecuencia de los trabajos silvicolas o de actividades recreativas.
piroéfitas Pyronema omphalodes, Coltricia perennis, Pholiota carbonaria, Myxomphalia
maura, Geopetalum carbonarius, Geopyxis carbonaria, Peziza praetervisa, P.
violacea, Morchella conica.




Se desarrollan sobre excremento de herbivoros. Aunque a veces no crezcan
directamente sobre el estiércol o un sustrato muy nitrificado y que anteriormente

ﬁElifiIZf;:lesso ha sido abonado con estiércol.
, Coprinus (C. niveus, C. ephemeroides, C. cothurnatus, etc.), Panaeolus (P.
coprofilas

sphinctrinus, P. semiovatus), Stropharia semiglobata, Cheylimenia fimicola,

Ascobolus furfuraceus, Pilobolus kleinii

Las turberas suelen localizarse en las lagunas de origen glaciar de los principales

sistemas montanosos, el periodo en el que los hongos pueden desarrollarse y
Especies que se fructificar es corto porque hay heladas casi todo el afio.

desarrollan sobreEspecies del género Sphagnum, ademas de Mycena sanguinolenta, Hypholoma

turberas elongatum, Inocybe lacera, Hygrocybe conica var. conicopalustris, H.
coccineocrenata, Omphalina pyxidata, Marasmius androsaceus, Rickenella
fibula.
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Figura 1. Clasificacion de hongos simbioticos (Heredia, 2020).
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Figura 2. Origen de las esporas (Garcia, 2006).
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Figura 3. Partes de un hongo comestible (Castro & Vega, 2017)



Figura 4. Especies de hongos basidiomicetos. a) Amanita caesarea b) Boletus edulis c)
Pleurotus ostreatus d) Lentinus conchatus e) Cantharellus cibarius f) Lycoperdon perlatum g)
Bjerkandera adusta h) Trametes versicolor (Garcia, 2006).



Tabla II. Efecto medicinal y compuestos bioactivos de hongos silvestres comestibles.

Fuente: propia del autor

Especie de hongo Efec.to. Compuestos bioactivos Referencia
(nombre popular) medicinal
(Mwangi,et al.,
Agaricus bisporus . Compuestos fendlicos  2022;
(Champifion) Antioxidante Flavonoides Robaszkiewicz et
al., 2010)
Compuestos fenodlicos (Mwangi,ef al
Pleurotus florida Antioxidante a-tocoferol &b ”
X 2022)
Flavonoides
. e o . (Mwangi,et al.,
Agaricus brasiliensis Antioxidante Compuestos fendlicos 2022)
. - (Mwangi,et al.,
Ganoderma applanatum Antioxidante Compuestos fendlicos 2022)
. o . (Mwangi,et al.,
Calvatia gigantean Antioxidante Compuestos fendlicos 2022)
(Mwangi,et al.,
Boletus edulis Antioxidante Compuestos fendlicos  2022;
(panadero, cemita, pancita) Flavonoides Robaszkiewicz et
al., 2010)
Pleurotus osteatrus Antioxidante Compuestos fenolicos  (Robaszkiewicz et
(Hongo ostra, oreja blanca) Flavonoides al., (2010)
Ramaria botrytis o 1 (Barros et al.,
(Hongo coral, escobitas) Antioxidante Compuestos fendlicos 2008)
Amanita caesared Antioxidante Compuestos fenodlicos (Mares, 2014)
(Hongo rojo)
Hyp omyces lactiflourum Antioxidante Compuestos fenodlicos (Mares, 2014)
(oreja de puerco)
o . (Barros et al., 2008;
Cantharellus cibarius Antioxidante Compuestos fendlicos Mwangi,ef al.

(flor de calabaza)

Flavonoides

2022).
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Figura 5. Grupo fenol (Ringuelet & Viia, 2013)

Figura 6. Estructura general de los flavonoides (Ringuelet & Viia 2013).
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Figura 7. Estructuras quimicas de los subgrupos de flavonoides (Ringuelet & Viiia 2013).



Tabla III. Contenido de compuestos fenolicos totales y flavonoides totales de especies de hongos
silvestres comestibles de diferentes lugares de recolecta. Fuente: Propia del autor.

Especie Lugar de Fenoles totales Flavonoides Referencia
recolecta (mg EAG/g) totales (ng
EQ/mg)
Ramaria flava Turquia 10.51 0.50 (Gursoy et al.,2010)
Ramaria flava Durango, 4.145 0.29 (Mares, 2014)
M¢xico
Rhizopogon roseolus Turquia 6.65 0.48 (Gursoy et al., 2010)
Russula delica Turquia 2.09 0.16 (Gursoy et al., 2010)
Boletus edulis Durango, 2.66 2.77 (Mares, 2014)
M¢xico
Amanita caesarea Durango, 3.67 1.25 (Mares, 2014)
M¢xico
Lycoperdon perlatum Durango, 2.65 2.30 (Mares, 2014)
M¢xico
Lactarius deliciosus Portugal 17.25 8.14 (Barros, L., et al.,
2008)
Sarcodon imbricatus Portugal 3.76 2.82 (Barros, L., et al.,
2008)
Agaricus bisporus India 21.17 2.173 (Babu & Rao, 2013)
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Figura 8. Generacion de especies reactivas de oxigeno. El radical superoxido es generado por
las mitocondrias, la membrana plasmatica, los peroxisomas, el citosol y fuentes externas como
los rayos UV, luego recibe un electrén para transformarse en H205; esta reaccion es catalizada
por la enzima superéxido dismutasa (S.0.D.). El H2O> puede ser metabolizado por catalasas
(C.A.T.), glutation peroxidasas (G.S.H.) o tiorredoxinas (T.R.X.) para convertirlo en H>O.
Cuando el H;O; encuentra un electron deFe o Cu™l,la reaccion de Fenton produce el radical

hidroxilo (OH-) (Quintero-Cabello et al., 2021).



Tabla IV. Capacidad antioxidante de hongos comestibles de la India (Mwangi,ef al., 2022).

Concentracion Agaricus bisporus Hypsizygus ulmarius Calocybe indica
(sombrero) (sombrero) (sombrero)

Flavonoides totales2.173 1.622 1.306

(ug/ml)

Fenoles totales21.17 26.72 18.53

(mg/ml)

Poder reductor (IC505.470 4.390 6.870

mg/ml)

DPPH (IC50 mg/ml) 2.230 1.242 1.648
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Resumen

Los hongos macromicetos son una fuente potencial de lectinas, las cuales estan involucradas en el
reconocimiento de estructuras de glicanos con multiples aplicaciones biomédicas. La busqueda de lectinas
fungicas en los bosques de Oaxaca tiene como objetivo aislar y purificar nuevas lectinas para su aplicacion
en el reconocimiento celular de diferentes tipos de cancer, y su uso en el transporte selectivo de farmacos.
En este este trabajo se realizo la extraccion y purificacion parcial de una lectina del hongo silvestre Lactarius
volemus por cromatografia de afinidad usando una columna de estromas. Se reporta la actividad de lectina
que presenta el extracto de Lactarius volemus con tres tipos de eritrocitos humanos: A, B y O. El titulo de
hemaglutinacion y la actividad especifica de la lectina se incrementa cuando los eritrocitos son tratados
previamente con neuraminidasa. La actividad de lectina se inhibe con las glicoproteinas mucina y fetuina.
El empleo de la columna de estromas demostré ser efectiva en la purificacion de la lectina de Lactarius
volemus.

Palabras clave: Lectina, Lactarius volemus, actividad especifica, estromas.

Abstract

Macromycete fungi are a potential source of lectins, which are involved in the recognition of glycan
structures with multiple biomedical applications. The search for fungal lectins in the forests of Oaxaca aims
to isolate and purify new lectins for their application in the cellular recognition of different types of cancer,
and their use in the selective transport of drugs. In this work, the extraction and partial purification of a lectin
from the wild mushroom Lactarius volemus was performed by affinity chromatography using a stromal
column. The lectin activity of the Lactarius volemus extract is reported with three types of human
erythrocytes: A, B and O. The hemagglutination titer and the specific activity of the lectin are increased
when the erythrocytes are pretreated with neuraminidase. Lectin activity is inhibited by mucin and fetuin
glycoproteins. The use of the stromal column proved to be effective in the purification of lectin from Lactarius
volemus.

Key words: Lectin, Lactarius volemus, specific activity, stroma.

Introduccion

Las proteinas o glicoproteinas que reconocen de manera especifica carbohidratos de la superficie celular
0 en suspension son conocidas como lectinas, estas tienen la capacidad de aglutinar células y precipitar
glicoconjugados, no tienen actividad enzimatica y poseen al menos dos sitios de reconocimiento a
carbohidratos. Estas proteinas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, se encuentran
como proteinas constitutivas en virus, bacterias, hongos, plantas, asi como en vertebrados superiores. Las
lectinas fungicas tienen diversas caracteristicas fisicoquimicas y especificidad a carbohidratos, en
particular las que reconocen O-glicosilacion son herramientas utiles en la caracterizacion de oligosacaridos,
el aislamiento de poblaciones celulares, y el analisis de las interacciones de la superficie celular [1, 2]. Las
especies fungicas son una fuente potencial de nuevas lectinas que pueden usarse en el estudio de la
fisiologia y patologia celular, ya que se ha reportado su capacidad de inhibir el crecimiento de células
cancerosas, a través de la autofagia y la apoptosis, asi como el reconocimiento de estructuras de glicanos
con posibles aplicaciones biotecnoldgicas y terapéuticas [3].

Se han aislado lectinas del género Lactarius con caracteristicas similares entre ellas; la lectina de Lactarius
deliciosus (LDL) se purific6 usando una combinacion de cromatografia de afinidad en estromas de
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eritrocitos humanos del grupo O, el ensayo de afinidad a carbohidratos indico que la lectina tiene afinidad
para D-Gal beta 1-3D-GalNAc (Ag TF), su peso molecular es de 37 kDa con estructura dimérica, con dos
subunidades distintas (19 kDa y 18 kDa) [4]. La lectina del hongo Lactarius deterrimus (LDetl) fue aislada
por cromatografia de afinidad, hidroxiapatita y filtracion en gel. Su masa molecular determinada por
filtracion en gel, es de unos 37 000 D y su estructura es dimérica, con dos subunidades idénticas
ensambladas por enlaces no covalentes, tiene afinidad hacia D-Gal beta 1-3D-GalNAc (AgT) [5]. Estas
lectinas interaccionan con AnT y se ha demostrado que son herramientas utiles para reconocer glicanos
ligados a O en diferentes tejidos, tumores y células. En este trabajo se realizé la extraccion y purificacion
parcial de la lectina presente en el hongo silvestre comestible Lactarius volemus, que crece en la sierra sur
y norte de Oaxaca, cuyo cuerpo fructifero contiene al menos una lectina con capacidad de reconocer
eritrocitos humanos tipo A, B, y O, y que presenta afinidad hacia las glicoproteinas mucina y fetuina. Estas
caracteristicas hacen a esta lectina potencialmente atractiva para el estudio de las estructuras de las
mucinas y su funcion bioldgica.

Metodologia

Recoleccion de los cuerpos fructiferos

Los cuerpos fructiferos frescos se adquirieron en mercados locales de la ciudad de Oaxaca de Juarez,
Oaxaca, provenientes de los bosques de la sierra sur y norte del estado, en los meses de septiembre a
octubre. Para eliminar residuos de tierra los carpoforos se lavaron con agua destilada estéril, despues se
guardaron en bolsas de papel y se congelaron a -20 °C hasta su uso. Se emplearon carpoforos frescos de
la temporada, preferentemente del mismo tamafio.

Obtencioén del extracto

Los carpoforos se cortaron en fracciones pequefas y se maceraron con solucion salina fosfatada (PBS)
pH 7.4 en una proporcion 1:4 (W/V) hasta obtener una mezcla homogénea que se mantuvo en agitacion a
-4°C durante 24 horas. La mezcla se centrifugd a 5000 rpm durante 10 min para eliminar el precipitado, se
recupero el sobrenadante y se filtrd. El sobrenadante se utilizé para la purificacion de la lectina. La
concentracion de proteina del extracto se determino por el método de Bradford con azul de Coomassie R-
250, utilizando como estandar albumina de suero bovino [8]. Para determinar la presencia y actividad de la
lectina se prepararon fracciones de extracto a una concentracion de 1 mg/mL

Determinacion de actividad de lectina mediante el ensayo de hemaglutinacion

Se obtuvieron eritrocitos humanos tipo A, B y O de donantes voluntarios. La presencia de lectina en los
extractos del hongo se determind a traves de la actividad hemaglutinante observada en placas de
microtitulacion de fondo concavo mediante el procedimiento de dilucién en serie de acuerdo con Reid et
al., 2022 [6], usando solucion salina fosfatada PBS pH 7.4 y una suspension de eritrocitos al 3%. También
se utilizaron eritrocitos tratados con neuraminidasa (0.1 U por 0.5 mL de concentrado de eritrocitos a 37°C
durante 30 min) con la finalidad de eliminar los residuos de acido sialico presentes en la superficie de la
membrana y evaluar el reconocimiento de la lectina a carbohidratos mas complejos y cercanos a la regién
proteica.

Especificidad de carbohidrato

La especificidad a carbohidratos de la lectina presente en el extracto de Lactarius volemus se determiné
mediante el ensayo de inhibicion de la actividad hemaglutinante [6]. Las pruebas de inhibicion de la
actividad hemaglutinante se realizaron en placas de micro titulacién de 96 pozos, depositando 25 pL de
PBS (pH 7.4) en todos los pozos de la placa, posteriormente se agregaron en ellos 25 uL del carbohidrato
a analizar, en una concentracion de 0.2 M, realizando diluciones dobles seriadas, en seguida se agregaron
25 pL del extracto del hongo en cada pozo, a una concentracion de 4 UHA y se incubaron por una hora.
Finalmente se adicionaron 25 pL de eritrocitos al 3% y se incubd la placa a temperatura ambiente + 23 °C
por 1 hora. Los resultados se expresaron como la concentracién minima de carbohidrato requerida para
inhibir completamente 4 unidades hemaglutinantes de la lectina. La concentracion utilizada de los
carbohidratos fue de 200mM y la concentracién de las glicoproteinas se determiné en funcion de su peso
molecular.

Purificacion de la lectina de Lactarius volemus



Preparacién de la columna de estromas [9]

Para obtener el estroma de eritrocitos se utilizaron 200 mL de sangre humana tipo O, obtenida del banco
de sangre del Instituto Mexicano del Seguro Social, la cual se centrifugd a 1500 rpm durante 10 min para
extraer el plasma y dejar unicamente el paquete de eritrocitos. El paquete eritrocitario se lavo tres veces
con solucion salina isoténica (SSI) y se centrifugé a 1500 g a 4°C durante 20 minutos. El lisado se obtuvo
por choque hipoténico con una solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.4 en una relaciéon 9:1
fosfato/paquete eritrocitario respectivamente y se agité durante 30 minutos a 4°C. La mezcla se centrifugd
a 20000 g durante 15 minutos a 4°C y el precipitado se lavo 5 veces con las mismas condiciones con agua
destilada, y finalmente con SSI hasta eliminar los residuos de hemoglobina. El paquete de estromas fue
tratado con 100 mL de acido sulfurico 0.002 N para eliminar los residuos de acido sialico mediante hidrdlisis
acida, se mantuvo en agitacion durante 2 horas a 80°C, se dejo enfriar y la reaccién se neutralizé por la
adicion de NaOH 1M. El paquete de estromas desialilado se lavé con SSI y posteriormente se traté con
glutaraldehido para rigidizar las membranas, se suspendié a una concentracion de 1% en amortiguador de
fosfatos 10 mM, 0.15 M de NaCl pH 7.4 y se dejo en agitacion durante 24 horas a 4°C, posteriormente se
lavo tres veces con SSI a 7000 g durante 15 minutos. Los estromas se mezclaron con sephadex G-25
superfino en una relacion 1:10 (Estroma/Sephadex) para inmovilizar fisicamente a las membranas, esta
mezcla se vertié a una columna de plastico de 10 ml, una vez empaquetada la columna se lavé con SSI,
acido acético al 3% y finalmente la columna se equilibré con solucion salina tamponada.

El extracto clarificado del hongo se inyecto en la columna (10 mL), el material no retenido se eluyd con
solucion salina isoténica, se recolectaron fracciones y se leyeron a 280 nm hasta obtener absorbancias de
0.01. La lectina unida se eluyo con acido acético (3%) y el pH de cada fraccion recolectada se ajust6 a 6
con NaOH 1N y se analiz6 la concentracion de proteina por Bradford [8] y la actividad hemaglutinante.

Resultados y Discusién

Morfologia de Lactarius volemus

Lactarius volemus presenta sombrero o pileo con diametro promedio de 7 cm, de acuerdo a los reportes,
presenta la superficie muy seca, de color naranja rojizo, con laminas de color crema con un ligero matiz
amarillento apretadas entre si, el pie es de color similar al sombrero, préoximo a las laminas es de color
blanquecino (Figura1).

Figura 1. Cuerpo fructifero de Lactarius volemus

La concentracién de proteinas del extracto se midié mediante la extrapolacion de las absorbancias en la
ecuacion de la curva de calibracion con albumina, con pendiente m=0.12 y una b= 0.0582, con un
coeficiente de Regresion lineal (R2) de 0.99. La concentracion de proteinas del extracto fue de 5.615
mg/mL.

Determinacién de actividad de lectina con ensayo de hemaglutinacién
El extracto de Lactarius volemus mostré actividad de lectina con los tres tipos de eritrocitos humanos
examinados, sin embargo, se observd mayor actividad especifica con los eritrocitos humanos tipo A



(227.96), la actividad hemaglutinante para los eritrocitos humanos tipo O y B fueron las mismas; el extracto
presentd mayor afinidad por los eritrocitos tipo A (Tabla 1).

El tratamiento de los eritrocitos con neuraminidasa aumentoé el titulo de hemaglutinacién y actividad
especifica de la lectina de Lactarius volemus hasta ocho veces mas que sin tratamiento, con los diferentes
tipos eritrocitarios (Tabla 2).

Actividad hemaglutinante del extracto crudo de Lactarius volemus (5.615 mg/mL)

. . .. . **Act.
Eritrocitos humanos Pozos de actividad UHA especifica

ARh + 5 1,280 227.96

B Rh - 4 640 113.98

ORh + 4 640 113.98

*Unidades hemaglutinantes. **UHA/mg proteina del extracto. Concentracion de proteina: 5.615 mg/mL
Tabla 1. Actividad hemaglutinante de la lectina del extracto de Lactarius volemus. Se observa mayor
afinidad por eritrocitos tipo A.

Actividad hemaglutinante del extracto crudo de Lactarius volemus (5.615 mg/mL) con eritrocitos
tratados con neuraminidasa

Eritrocitos humanos tratados Pozos de actividad *UHA **Act especifica
ARh + 8 10,240 1823
B Rh - 7 5,120 911.84
ORh + 7 5,120 911.84

*Unidades hemaglutinantes. **UHA/mg proteina del extracto

Tabla 2. Actividad hemaglutinante del extracto de Lactarius volemus con eritrocitos tratados con
neuraminidasa. El tratamiento de los eritrocitos con neuraminidasa aumento el titulo de hemaglutinacion de
la lectina de Lactarius volemus con los diferentes tipos eritrocitarios.

Especificidad hacia carbohidratos

Los carbohidratos utilizados para la inhibicién de la actividad de la lectina fueron: D-glucosamina, glucosa,
fructosa, sacarosa, lactosa, maltosa, arabinosa, ribosa, galactosa, galactosamina, N-acetil-galactosamina,
mucina y fetuina a una concentracion 200 mM. Mucina y fetuina fueron los carbohidratos que mostraron
capacidad inhibitoria de la actividad hemaglutinante. La mucina presenté una concentracion minima
inhibitoria de 0.0156 mg/mL para 2560 UHA de la lectina (Tabla 3). La inhibicién de la actividad
hemaglutinante de los eritrocitos sometidos a tratamiento con neuraminidasa se modificd, ya que fetuina
aumento en ocho veces mas las unidades hemaglutinantes inhibidas (5120 UHA) y la concentracion minima
inhibitoria disminuyé notablemente (0.007mg/mL). En cuanto a mucina, esta aumentd cuatro veces mas
sus UHA inhibidas (10240) asi como su concentracién minima inhibitoria también fue menor (0.0039 mg/ml)
(Tabla 4).

Con los resultados de la actividad especifica de carbohidratos se puede inferir que la lectina presente en
el extracto de Lactarius volemus reconoce estructuras con enlaces tipo O-Glicosidicos.

Inhibicion de la actividad hemaglutinante del extracto de Lactarius volemus con carbohidratos y
glicoproteinas

. . . .. Pozos UHA Conc min Inhibitoria
Carbohidrato Eritrocitos concentracion Inhibidos inhibidas (mg/mL)

Glucosa AB,O 200 mM 0 0 0



Lactosa A,B,0 200 mM 0 0 0
Maltosa A,B,0 200 mM 0 0 0
Fructosa A,B,0 200 mM 0 0 0
Arabinosa A,B,0 200 mM 0 0 0
Ribosa AB,0 200 mM 0 0 0
Galactosa A,B,O 200 mM 0 0 0
Galactosamina A,B,O 200 mM 0 0 0
N-Acetil-

Galactosamina A,B,O 200 mM 0 0 0

Glicoproteinas

Mucina A,B,0 1mg/mL 6 2560 0.0156
Fetuina A,B,O 1mg/mL 4 640 0.0625

Tabla 3. Especificidad de carbohidratos. Mucina y fetuina inhibieron la actividad hemaglutinante. La
mucina mostré mayor actividad inhibitoria con la concentracién minima inhibitoria de 0.0156 mg/mL para
2560 UHA.

Inhibicion de la actividad hemaglutinante del extracto de Lactarius volemus con glicoproteinas,
utilizando eritrocitos tratados con neuraminidasa

Glicoproteina Eritrocitos  concentracion Pozos UHA Conc min
inhibidos inhibidas inhibitoria

Mucina A,B,0 1mg/mL 8 10240 0.0039

Fetuina A,B,O 1mg/mL 7 5120 0.007

Tabla 4. Especificidad de carbohidratos utilizando eritrocitos tratados con neuraminidasa. Fetuina
aumento ocho veces mas las unidades hemaglutinantes inhibidas (5120 UHA) y su concentracion minima
inhibitoria (0.007mg/mL); Mucina aumento cuatro veces mas sus UHA inhibidas (10240) y su concentracion
minima inhibitoria (0.0039 mg/mL)

Purificacion de la lectina con columna de estromas

Se colectaron sesenta fracciones durante toda la cromatografia, en la figura 2 s6lo se grafican las primeras
treinta fracciones las cuales no fueron retenidas, y no mostraron actividad de lectina. En la Figura 3 se
muestran las treinta fracciones retenidas, de las cuales las fracciones 3, 4 y 5 mostraron actividad de lectina.
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absorbancias altas mostraron actividad de lectina. Los valores graticados son un promedio de
tres lecturas.

Figura 3. Fracciones retenidas por la columna de estromas. Las fracciones 3,4 y 5 mostraron
actividad de lectina. Los valores graficados son un promedio de tres lecturas.

El extracto de Lactarius volemus mostré actividad de lectina con los tres tipos de eritrocitos humanos
examinados, sin embargd se observé mayor afinidad con los eritrocitos tipo A (227.96), el titulo de
hemaglutinacion y la actividad especifica aumentd hasta ocho veces con el tratamiento de los eritrocitos
con neuraminidasa, lo que demuestra que la lectina presente en el extracto de Lactarius volemus, puede
reconocer estructuras mas cercanas a la region proteica. El empleo de la columna de estromas demostré
ser efectiva en la purificacion de la lectina de Lactarius volemus tal y como lo reporté Hernandez en [9], en
donde comparo diferentes tipos de columnas para la extraccion de la lectina de A. leucocarpus y demostrd
mayor actividad cuando se extraia con columna de estromas, asi mismo las lectinas del genero Lactarius
se han extraido con este método [4, 5, 6].

La actividad de lectina se inhibe con mucina y fetuina, y estas glicoproteinas disminuyen su concentracion
minima inhibitoria cuando los eritrocitos son tratados con neuraminidasa. Con resultados de la actividad
especifica de carbohidratos se puede inferir que la lectina presente en el extracto de Lactarius volemus
reconoce estructuras con enlaces tipo O-Glicosidicos [2, 7]. Los glicanos unidos a membranas y superficies
celulares por enlaces O-glicosidicos (que conforman las mucinas) desempefian importantes funciones en
la modulaciéon de la respuesta inmunitaria, la inflamacion y la tumorigénesis. Estas estructuras son
responsables de la organizacién tridimensional de las glicoproteinas [7]

Con base en lo reportado sobre las lectinas del genero Lactarius y con nuestros resultados se sugiere que
la lectina de Lactarius volemus, representa una herramienta para el estudio de las estructuras de las
mucinas y su funcién bioldgica [4, 5, 6].
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Resumen

Los hongos que poseen basidiomas con himenoforo poroide, laminar, liso, venoso y dentado son
identificados como Boletales. Muchos de estos hongos son comestibles, los cuales son muy apreciados, y
otros tienen importancia ecoldgica ya que son fuente de alimento para mamiferos y muchos insectos.
Boletus luridellus es una seta silvestre micorricica, que aparece en la época de lluvias y no existen estudios
relacionados a este hongo en el estado de Oaxaca. Los objetivos de este trabajo fueron obtener el cultivo
in vitro de Boletus luridellus, identificar en estas condiciones alcaloides, cumarinas, saponinas, flavonoides,
glucdsidos cardioténicos, taninos y sesquiterpenlactonas a través de métodos colorimétricos, y determinar
la actividad antifungica de Boletus luridellus sobre Penicillium sp. En el cultivo in vitro de Boletus luridellus
se encontrd la presencia de alcaloides, taninos, como la catequina y sesquiterpenlactonas. Fracciones del
cultivo in vitro inhibieron el crecimiento de Penicillium sp con una zona de 5 mm.

Palabras clave: Boletus luridellus, cultivo in vitro, alcaloides, catequinas

Abstract

Fungi that have basidiomata with poroid, lamellar, smooth, veined and toothed hymenophores are identified
as Boletales. Many of these mushrooms are edible, which are highly appreciated, and others have
ecological importance as they are a source of food for mammals and many insects. Boletus luridellus is a
mycorrhizal wild mushroom, which appears in the rainy season and there are no studies related to this
fungus in the state of Oaxaca. The objectives of this work were to obtain the in vitro culture of Boletus
luridellus, to identify in these conditions’ alkaloids, coumarins, saponins, flavonoids, cardiotonic glycosides,
tannins and sesquiterpenlactones through colorimetric methods, and to determine the antifungal activity of
Boletus luridellus on Penicillium sp. The in vitro culture of Boletus luridellus showed the presence of
alkaloids, tannins, such as catechin and sesquiterpenlactones. Fractions of the in vitro culture inhibited the
growth of Penicillium sp with a zone of 5 mm.

Key words: Boletus luridellus, in vitro culture, alkaloids, catechins

Introduccion

La importancia de los hongos silvestres como recursos forestales no maderables aun no ha sido reconocido
a pesar de su alto impacto en la alimentacién, medicina, uso recreativo y ludico [1], ya que han sido
utilizados desde épocas prehispanicas e incorporados en la dieta de diversos grupos étnicos [2]. Por la
forma en que obtienen su alimento, los hongos se pueden dividir en: saprétrofos, biétrofos, necrotrofos y
simbiontes mutualistas, como las micorrizas [3]. La asociacién micorrizica envuelve tres medios de
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interaccion, el hongo, la planta hospedera y las condiciones ambientales (Figura 1). Algunas especies de
la familia Boletaceae forman micorrizas con diferentes especies de plantas especialmente con las familias
Ericaceae, Fagaceae, Pinaceae, Dipterocarpaceae, Caryophyllaceae [4,5,6], mientras que otras son
saprobias [4,5,6].

S Fungo
3 (Boletus)

Hifas do fungo

Figura 1. Interacciones que envuelven las asociaciones micorricicas [l

El estudio de los macromicetos comestibles se ha incrementado a nivel mundial en las ultimas décadas
gracias al potencial de componentes bioacticos que contienen. Estos abarcan desde componentes
estructurales con actividad antitumoral e inmunolégicamente activos, hasta agentes antimicrobianos,
antifingicos, antivirales, citostaticos, reguladores del crecimiento y aromas [8]. En el estudio de la obtencién
y producciéon de nuevos farmacos los metabolitos sintetizados por los macromicetos resultan una
interesante alternativa. En la Tabla 1 se presentan algunos de estos metabolitos secundarios, que van
desde diterpenos, polisacaridos, sesquiterpenos, p-terfenilos, compuestos fendlicos, fenilacetoxilados,
terpenoides, alcaloides, glucanos acetilenos, sales de diazonio, y compuestos nitrogenados, acidos
fenilglicosidicos sustituidos, quinonas, entre otros [9].

Tabla 1. Metabolitos encontrados en basidiomicetos.

Hongo Clasificacién Compuesto Bioactividad
F. Medicinal Acido pinicolico E Antibacterial
pinicola Acido 3a-acetyloxylanosta- contra B. subtilis [10].
8,24-dien-21-oico
Extracto cloroférmico Antifungico contra
F. inflexum y F. heterosporium [11].
L. laccata Comestible Ergosterol [12] Anticoagulante y actividad inhibidora

en el crecimiento de cancer en ratas
[13].

B. edulis Comestible Sesquiterpenlactonas y Antimicrobiana [14].
saponinas

L. Comestible- Cumarinas y saponinas Cicatrizante [14].

perlatum medicinal

Por otra parte, la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, ONUAA,
0 mas conocida como FAQ) estima que las pérdidas totales de frutas y hortalizas producidas a nivel mundial
alcanzan el 14 %, siendo la poscosecha una de las etapas de la cadena de suministro de alimentos que se
ve afectada por enfermedades [15]. Parte de éstas pérdida se deben a la accion de patdgenos fungicos
como los del género Penicillium, agentes causantes de pudricion en los alimentos, algunos mas
especializados como patogenos destructivos en la fruta, Penicillium digitatum, P. expansum, P. italicum.
Estos hongos son productores de toxinas, como Penicillium citrinum que produce la toxina citrina la cual
produce toxicidad moderada a los animales como cerdos, aves y ratones que consumen alimentos
contaminados, presentandose cuadros de diarrea y degeneracion renal. También se ha reportado el efecto
de la citrinina en células T humanas [16]; a pesar de que se ha documentado que estos patdgenos no son



causantes de infecciones en humanos se han presentado dos casos clinicos de infecciones cervicofaciales
provocadas por el género Penicillium sp., una en tejidos blandos y otra en hueso [17].

Por lo tanto, los objetivos de este trabajo fueron obtener el cultivo in vitro de Boletus luridellus, la
identificacion de metabolitos como alcaloides, cumarinas, saponinas, flavonoides, glucésidos cardioténicos,
taninos y sesquiterpenlactonas empleando métodos colorimétricos, y explorar la actividad antifingica del
cultivo in vitro de Boletus luridellus sobre Penicillium sp.

Metodologia

Obtencién de Boletus luridellus

La especie fungica de Boletus luridellus se colecté durante la época de lluvias, en los meses de junio-
agosto del 2021 en el Rancho Andodo ubicado en la Comunidad de San Mateo Sosola, perteneciente al
Municipio de San Jeronimo Sosola, Oaxaca. Para eliminar residuos sélidos (tierra u hojarasca), los
carpoforos se lavaron con agua destilada, después se guardaron en bolsas de papel y se congelaron a -20
°C hasta su uso. La identificacion de este organismo fue realizada con la ayuda del Dr. Ricardo Valenzuela
Garza.

Cultivo in vitro

Se hicieron fracciones de 0.5 cm aproximadamente del pileo de Boletus luridellus, enseguida se lavaron
con peroéxido de hidrégeno al 2.5y 3.5 % por 30 segundos, dos veces mas con agua destilada y se dejaron
en reposo en gasas estériles para retirar el exceso de agua. Una fraccion de pileo de Boletus luridellus se
inocul6 en 30 mL de AEM (agar extracto de malta) y en un ambiente estéril a 25 + 2 °C se dejo incubando
por 22 dias. El ensayo se hizo por duplicado.

Identificacion de metabolitos secundarios

A partir del cultivo in vitro de Boletus luridellus se obtuvo 1.4 gramos de muestra, biomasa, de ésta se
prepard un extracto etanolico; por cada gramo de cultivo se afadié 10 mL de etanol al 80% en matraces
Erlemeyer de 50 mL, se dejo en agitacion por 72 horas en oscuridad. El extracto obtenido se filtro con papel
filtro de poro fino y se colecté en tubos cénicos de 15 mL para posteriormente hacer las identificacion de
las familias de metabolitos secundarios por colorimetria [18 y 19].

Actividad antifangica

Para evaluar la propiedad bioactiva antifungica del cultivo in vitro de Boletus luridellus, se obtuvo una
poblacién de Penicillium sp. al dejar expuesta una caja Petri con AEM durante siete dias, después la cepa
se aislé por agotamiento en AEM; para la identificacién se hicieron observaciones microscopicas y
macroscopicas.

La actividad antifungica se evalué usando el cultivo in vitro de la fraccion de Boletus luridellus a través de
la técnica de difusion en agar. Primero se dividié en cuatro zonas (cuadrantes) a la placa de AEM,
enseguida se inoculd por extensién una muestra de esporas Penicillium sp con un asa de platino de 4 mm
de diametro en toda la placa, una vez extendida la muestra, inmediatamente sembrd una asada de cultivo
in vitro de la fraccion del pileo de B. luridellus en el centro (aproximadamente) de cada cuadrante, se dejo
incubacion por 7 dias en un ambiente estéril a 25 + 2 °C y se midid el halo de inhibicion con una regla
graduada.

Resultados y discusién

Ubicacion de San Mateo Sosola

En la Figura 2 se presenta la localizacion de la comunidad de San Mateo Sosola (marcador rojo), se localiza
a 17°25'30" y 17°22'30" de latitud norte (N) y 97°05'30" y 97°07'55" de longitud oeste (W), pertenece al



Municipio de San Jerénimo Sosola, Distrito de Etla, Estado de Oaxaca. En el lugar dénde se encontré el
hongo Boletus luridellus hay encinos, huajes, jarillas, enebro y matorrales, cuya temporada de lluvias es en
los meses de junio a septiembre.

Boletus luridellus

En la figura 3A, se muestra el basidiocarpo de Boletus luridellus, un hongo micorricico [20], comestible de
acuerdo a Bassette y ef. al. [21], sin embargo, no existen evidencias de su comestiblidad en la region del
estado de Oaxaca. Sus caracteristicas morfologicas son: a) el himenio es color amarillo en forma de poros
que al tacto se mancha; b) estipite de color amarillo, ligeramente rosado, mas ancho y mas reticulado que
Boletus luridellus (Murr.) (figura 3B); c) pileo convexo, ligeramente decurrente con estriado color café bajo;
d) al corte presenta coloracion azul turqueza.
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Figura 3A. Boletus luridellus: a) himenio, b) estipite, c) pileo,
d) mancha al tacto y e) mancha al corte. Fuente: autora, 2021.
(Murr.) [23].

Figura 3B. Boletus luridellus

Caracterizacion del cultivo in vitro de Boletus luridellus

En la Tabla 2, se describen los caracteres morfolégicos del cultivo in vitro de la fraccion pileo de Boletus
luridellus en AEM (figura 4), estas difieren con respecto al tamafo, forma, color, entre otros rasgos de la
cepa de Boletus luridellus (Murr.) en medio de Melin Norkrans (figura 5) [23].

Identificacion de metabolitos secundarios

En la Tabla 3, se presentan los metabolitos identificados en Boletus luridellus creciendo sobre AEM:
alcaloides, se observo precipitado café-naranja; taninos, se identificd la presencia de catequinas por la
coloracion verdosa; sesquiterpenlactonas, se formé una coloracion levemente rosa; no se encontré
presencia de flavonoides, saponinas, cumarinas, quinonas y glucésidos cardioténicos. Otros reportes de
reacciones colorimétricas sobre extractos del carpoforo de Pleurotus ostreatus, han identificado metabolitos
secundarios como alcaloides, azucares reductores, flavonoides, quinonas, saponinas, cumarinas vy
glucdsidos cardiacos [24]. En Trametes versicolor se han reportado 12 metabolitos en total, entre ellos:
7,22-ergostadien-33-ol, ergosterol, acido trametendlico B, acido pinicélico A y perdxido de ergosterol,
usando sucesivas columnas cromatograficas de gel de silice 60 [25].

Tabla 2. Caracterizacion del cultivo in vitro de Boletus luridellus.

Cultivo in vitro de Tamaiio Forma Elevaciéon | Superficie Margen
— 4cm al tercer Elipsoide Plana Lisa Liso
; dia de No tiene
crecimiento micelio
Colonia Luz Color Aspecto | Consistencia
transmitida
Laxa y suave Opaco Ocre suave | Humedo Suave
Figura 4. Boletus luridellus
en AEM.
Tamaiio Forma Elevacion | Superficie Margen
3.9 cm por Semicircular | Crateriforme | Rugosa Rizoide
mes Forma
micelio
, v Colonia Luz Color Aspecto | Consistencia
Figurla’ ‘5. Cepa de Boletus L transmitida Cafa Humed R
luridellus (Murr.) axay suave opaco afé umedo asposo
Reportada en [23].

Tabla 3. Identificacion de metabolitos secundarios en el extracto del cultivo de Boletus luridellus sobre

AEM
Alcaloides Flavonoides Saponinas Taninos
B = blanco
P1 = prueba 1
P2 = prueba 2

(NI) No identificado.
Ausencia del metabolito
secundario en el ensayo
colorimétrico.




NI NI

Cumarinas Quinonas Glucésidos cardiotonicos | Sesquiterpenlactonas

NI NI NI

Ensayo preliminar de la actividad antifingica

En la figura 6.1 se presenta una placa de 10 dias de crecimiento, en la que se observa que la capacidad
bioactiva antifingica del cultivo de Boletus loridellus persiste con un halo de inhibicion sobre Penicillium sp,
este con una coloracion verde oscuro que empieza a esporular. En la figura 6.2, se observan las estructuras
de Penicillium: conidioforo, métula, fialides y conidios. En la figura 6.3, se observa una zona de inhibicion
de 5 mm en promedio de los cuatro cuadrantes, una baja respuesta (zona de inhibicion < 10 mm) [26]. Al
respecto, un estudio conl extracto etandlico de Pleurotus spp, reporta que este presenta actividad
antifingica sobre M. canis 'y M. nanum con 84.42% y 70.19%, de inhibicidn respectivamente [27]. Por otra
parte, también se han reportado resultados significativos de la actividad antifungica de G. australe sobre
Trichoderma sp y Diplodia seriata [28].

Conidios

Fialides

Métula

Conidioforo




Figura 6. Actividad antifungica de Boletus loridellus en AEM. 1) Ensayo preliminar: a) Cultivo in vitro de fraccion
pileo, b) Penicillium sp. 2) Estructura de Penicillium sp a 40x. 3) Ensayo de actividad antifangica. a) Penicillium
sp; b) Boletus loridellus. 4) Reverso de la placa.

Trabajo a futuro

Se pretende concluir la identificacion de metabolitos secundarios con extractos de los basidiomas de B.
loridellus y ampliar el ensayo de la actividad antifingica, probando con otros microorganimos filamentosos,
determinar actividad antibacteriana.

Conclusiones

El cultivo in vitro de la fraccion pileo de Boletus loridellus en AEM, tiene la capacidad de producir tres
metabolitos secundarios: alcaloides, catequinas y sesquiterpenlactonas; estos metabolitos pueden poseer
propiedades medicinales. Con respecto a la actividad antifingica, se presentd un pequefio halo de
inhibicion de 5 mm frente a Penicillium sp, sin embargo, la zona de inhibicién puede persistir por mas de
10 dias. Los compuestos encontrados en el cultivo de Boletus loridellus pueden estar asociados con la
capacidad bioactiva antifingica sobre el hongo Penicillium sp.

Referencias

[1] A. Lépez, M. Jiménez y J. Pérez.“Vocablos relacionados con el recurso micoldgico en el idioma de
la cultura chinanteca de la Sierra Norte del estado de Oaxaca, México”. Scientia Fungorum, 46, 9-

18. 2017.
[2] G. Guzman. “Hallucinogenic mushrooms in Mexico: an overview”. Econ. Bot. 62:404-412. 2008.
[3] Palomas Cubas. “Hongos”.

https://www.aulados.net/Botanica/Curso_Botanica/Hongos/31_hongos_general_texto.pdf. Fecha
de consulta: 04/08/2023. 2023.

[4] Arora, D. “California porcini: three new taxa, observations on their harvest, and the tragedy of no
commons”. Economic Botany 62: 356-375. 2008.

[5] L. Tedersoo, T. W. May and M. E. Smith. “Ectomycorrhizal lifestyle in fungi: global diversity,
distribution, and evolution of phylogenetic lineages”. Mycorrhiza 20:217-263. 2010.
[6] J. Alvarez, R. Garibay and M. Smith. “Caryophyllales are the main hosts of a unique set of

ectomycorrhizal fungi in a Neotropical dry forest”. Mycorrhiza 28(2): 103-115.
https://doi.org/10.1007/s00572-017-0807-7. 2017.

[7] J. Franco. Efectos beneficiosos de las micorrizas sobre las plantas.
https://www.ciaorganico.net/documypublic/200_infoagronomo.net_Micorrizas-beneficios.pdf

[8] G. Valencia del Toro y M. Garin. “Propiedades medicinales de los hongos comestibles”. Inecol:
Primera edicién. pag. 297. 2012.
[9] M. A. Brizuela; L. Garcia; L. Pérez, y L. Mansuret. Basidiomicetos: nueva fuente de metabolitos

secundarios. Rev. Iberoam. Micol. 15. 69-74. 1998.

[10] A.Keller; M. Maillard, y K. Hostettman, “Antimicrobial steroids from the fungus Fomitopsis pinicola.
Phytochemistry”. 41(4). 1041-1046. 1996.

[11] P. Guler; I. Akata, y F. Kutluer, “Antifungal activities of Fomitopsis pinicola (Sw.:Fr) Karst and
Lactarius vellereus (Pers.) Fr.” African Journal of Biotechnology. 8(16). 3811-3813. 2009.

[12].  E. Cucaita. “Estudio quimico comparativo de metabolitos secundarios de los hongos comestibles
Laccaria laccata y Lentinula edodes y determinacién de su variacion respecto al estadio del
hongo”. Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Ciencias. Departamento de Quimica.
Sede Bogota. 2007.

[13] D. Da Graca Sgarbi. y et al. “Isolation of ergosterol peroxide and its reversion to ergosterol in the
pathogenic fungus Sporothrix schenckii “: Mycopatologia, 139 (1), pags. 9-14. 1997.

[14] Okuda T. Yoshioka y et. al. “Anticomplementary activity of antitumor polysaccharides”. Nature,
238 (80), pags. 59-60. 1972.

[15] FAO. “El estado mundial de la agricultura y la alimentacién. Progresos en la lucha contra la
pérdida y el desperdicio de alimentos ”. Roma. Licencia: CC BY-NC-SA 3.0 IGO. Pag. 15. 2019.

[16]  J.I. Pitty A.D. Hocking. Penicillium and Related Genera. In: Fungi and Food Spoilage. 3rd ed. New
York: Springer. pp. 169-263. 2009.



[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

M. Carrillo, E. Ferraez, A. Ocha, V. Sanchéz, L. Estrada y A. Gdmez. "Peniciliosis cervicofacial.
Reporte de dos casos y revision de literatura®. Revista, Dentista y paciente. No. 116. 2018.

L. Suhul y A. Carlos. Determinacion de metabolitos secundarios presentes en el hongo
Schizophyllum commune (oreja de palo) cultivados en laboratorio, provenientes de cepas
aisladas en 5 localidades de Guatemala. Tesis de licenciatura. Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia. USAC; 2011.

J. Gabriel; A. Arango. “Alcaloides y compuestos nitrogenados”. Tesis de licenciatura. Facultad de
Quimica Farmacéutica; Medellin. 2008.

J. Garcia, J. Marmolejo, R. Valenzuela, T. Raymundo, R. Diaz - Moreno, F. Garza Ocafias y F.
San Martin. “Hongos. En: La biodiversidad en Coahuila ”. Estudio de Estado, vol. Il.
CONABIO/Gobierno del Estado de Coahuila de Zaragoza, México, pp.143-153. 2018.

A. E., Bassette, W. C. Roody and A. R. Bassette. “Boletes of Eastern North America “. 1st edition.
Syracuse University Press. Syracuse, NY USA. p. 471 .2016.
https://earth.google.com/web/@17.06469558,-
96.14277182,2176.81679367a,605408.2820195d,34.99999997y,0h,0t,0r

F. Garza, J. Garcia, M. Quifionez, G. Guevara, R.Valenzuela, A. Carrillo, Laura. Sanchez, H.
Villaléon y M. Garcia. “Boletus luridellus (Murr.) Murrill y Quercus fusiformis Small: cultivo, sintesis
de micorrizas y produccion de esporomas en invernadero”. Rev. Mexicana de Cencias
Forestales: ISSN 2007-1132. vol.9 no.50 México nov./dic. 2018.

J. Carrillo, R. Méndez, P. Miranda, R. Gutiérrez y C. Reyes. “Analisis micoquimico y potencial
terapéutico de pleurotus ostreatus”. Rev. Desarrollo cientifico en México, ISBN: 978-607-95228-9-
6. 2019.

V. Leliebre y C. Nogueiras. “Composicion quimica del hongo basidiomiceto cubano, Trametes
versicolor’. Acta Botanica Cubana, Vol. 218, No. 1, pp. 11-20. 2019.

M. Mora. “Determinacién estructural de los metabolitos secundarios triterpenoidales en busqueda
de antimicrobianos de un hongo silvestre Aphyllophoral colombiano”. Magister en Ciencias —
Quimica. Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias, Departamento de Quimica,
Bogota D.C., Colombia. 2010

A. Simén y A. Escobar. “Efectos inmunomoduladores y antimicrobianos de basidiomicetos
comestibles y cultivados del género Pleurotus spp”. Universidad de San Carlos de Guatemala,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. 2018.

G. Leal. “Metabolitos secundarios bioldgicamente activos de Ganoderma australe en la inhibicion
del crecimiento de hongos de interés”. Tesis, Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas
de la Universidad de Concepcion. 2022.



X1 SIMPOSIO INTERNACIONAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS.
UJAT



RESUMEN Y TRABAJO EN EXTENSO

ALMA DOLORES PEREZ SANTIAGO <aperez_santiago@hotmail.com>
Mar 19/09/2023 06:38 PM

Para:sicyta.ujat@gmail.com <sicyta.ujat@gmail.com=

2 archivos adjuntos (699 KB)
EXTENSO-SICYTA-2023.docx; RESUMEN-SICYTA-2023.docx;

COMITE CIENTIFICO DEL XI SIMPOSIO
INTERNACIONAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

Envio el siguiente trabajo para poner a su consideracion su presentacion en el Xl Simposio
Internacional en Ciencia y Tecnologia de Alimentos, asi como su publicacién en el Libro Electrénico con
ISBN:

"IMPORTANCIA NUTRICIONAL Y ANTIOXIDANTE DE HONGOS COMESTIBLES SILVESTRES
RECOLECTADOS EN OAXACA"

Autores: Monserrat Vargas-Rios, Yesenia Aragon-Lopez, Baleria Hernandez-Chavez, Aymara Diaz-
Barrita, Marco Antonio Sanchez-Medina, Alma Dolores Pérez-Santiago®

MODALIDAD: ORAL
TEMATICA: NUTRICION, ALIMENTACION Y SALUD

Se anexan el Resumen y Documento en Extenso en los formatos proporcionados.

Quedo al pendiente de |la confirmacion de la recepcion de los documentos, asi como de sus
comentarios y observaciones.

Saludos cordiales.

Dra. Alma Dolores Pérez Santiago

Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién

Tecnolégico Nacional de México/Instituto Tecnolégico de Oaxaca
aperez_santiago@hotmail.com

alma.ps@oaxaca.tecnm.mx



Importancia nutricional y antioxidante de hongos comestibles silvestres del
estado de Oaxaca

Monserrat Vargas-Rios’, Yesenia Aragon-Lépez!, Baleria Hernandez-Chavez', Aymara
Diaz-Barrita’, Marco Antonio Sanchez-Medina', Aima Dolores Pérez-Santiago™

"Tecnolégico Nacional de México/Instituto Tecnolégico de Oaxaca, Av. Ing. Victor Bravo
Ahuja #125, Esq. Calzada Tecnolégico, Oaxaca 68030, México.

*e-mail: aperez_santiago@hotmail.com

Palabras clave: Hongos silvestres comestibles, propiedades antioxidantes, fenoles totales, valor
nutricional.

Los hongos comestibles silvestres (HCS) son importantes por su valor nutricional y/o
medicinal y han adquirido gran interés en los ultimos afios debido a los beneficios de
algunos metabolitos secundarios bioactivos que producen, entre ellos, los compuestos
fendlicos. El objetivo de este trabajo fue determinar las propiedades antioxidantes de HCS
recolectados en el bosque de San Mateo Rio Hondo, Santa Maria Yavesia y San Agustin
Etla, para lo cual se realizé el andlisis quimico proximal de las especies. Se reporta que
en su mayoria los HSC recolectados estan compuestos principalmente por carbohidratos
y fibra, seguido de proteina, y tienen muy poca cantidad de grasa, lo que los convierte en
un alimento con un excelente contenido nutricional. Se evalué la capacidad antioxidante
de los hongos por diversas técnicas como la cuantificacién de compuestos fendlicos
totales y flavonoides totales, se determind la actividad antioxidante total y el poder
reductor. Hypomices lactifluorum resulto ser la especie con mayor concentracion (39.6460

mg EAA/g muestra) medida con la técnica de poder reductor y Ganoderma brownii de
SAE (4.3102 mg EAA/g muestra) con actividad antioxidante total. En referencia al

contenido de fenoles totales Ramaria sp destaca entre las demas especies (8.0088
mgEAG/muestra).
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Wild edible mushrooms (HCS) are important for their nutritional and/or medicinal value

tand have acquired great interest in recent years due to the benefits of some bioactive
metabolites they produce, among them, phenolic compounds. The objective of

this work was to determine the antioxidant properties of HCS collected in the forest of San Mateo

Rio Hondo and Santa Maria Yavesia, for which the proximal chemical analysis of the species



was performed. It is reported that most of the HSC collected are mainly composed of
carbohydrates and fiber, followed by protein, and have very little fat, which makes them a food
with an excellent nutritional content. The antioxidant capacity of the mushrooms was evaluated
by various techniques such as quantification of total phenolic compounds and total flavonoids,
total antioxidant activity and reducing power were determined. Hypomices lactifluorum proved
to be the species with the highest concentration (39.6460 mg EAA/g sample) measured with the
reducing power technique and Ganoderma brownii of SAE (4.3102 mg EAA/g sample) with total
antioxidant activity. In reference to the content of total phenols R. sp stands out among the other
species (8.0088 mgEAG/sample).
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Resumen

Los hongos comestibles silvestres (HCS) son importantes por su valor nutricional y/o
medicinal que han adquirido gran interés en los ultimos afios debido a los beneficios de
algunos metabolitos secundarios bioactivos que producen, entre ellos, los compuestos
fendlicos. El objetivo de este trabajo fue determinar las propiedades antioxidantes de HCS
recolectados en los bosques de San Mateo Rio Hondo, Santa Maria Yavesia y San
Agustin Etla, del estado de Oaxaca, para lo cual se realizé el analisis quimico proximal
de las especies. Se reporta que en su mayoria los HSC recolectados estan compuestos
principalmente por carbohidratos y fibra, seguido de proteinas, y tienen muy poca
cantidad de grasa, lo que los convierte en un alimento con un excelente contenido
nutricional. Se evalué la capacidad antioxidante de los hongos por diversas técnicas como
la cuantificacion de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales, se determiné la
actividad antioxidante total y el poder reductor. Hypomices lactifluorum resulté ser la
especie con mayor concentracion (39.6460 mg EAA/g muestra) medida con la técnica de
poder reductor y Ganoderma brownii de SAE (4.3102 mg EAA/g muestra) con actividad
antioxidante total. En referencia al contenido de fenoles totales Ramaria sp destaca entre
las demas especies (8.0088 mgEAG/muestra).

Palabras clave: Hongos silvestres comestibles, propiedades antioxidantes, fenoles
totales, valor nutricional.

Abstract

Wild edible mushrooms (HCS) are important for their nutritional and/or medicinal value
and have acquired great interest in recent years due to the benefits of some bioactive
secondary metabolites they produce, among them, phenolic compounds. The objective of
this work was to determine the antioxidant properties of HCS collected in the forests of
San Mateo Rio Hondo, Santa Maria Yavesia and San Agustin Etla, in the state of Oaxaca,
for which the proximal chemical analysis of the species was performed. It is reported that
most of the HSC collected are mainly composed of carbohydrates and fiber, followed by
proteins, and have very little fat, which makes them a food with an excellent nutritional
content. The antioxidant capacity of the mushrooms was evaluated by various techniques
such as quantification of total phenolic compounds and total flavonoids, total antioxidant
activity and reducing power were determined. Hypomices lactifluorum proved to be the
species with the highest concentration (39.6460 mg EAA/g sample) measured with the
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reducing power technique and Ganoderma brownii of SAE (4.3102 mg EAA/g sample)
with total antioxidant activity. In reference to the content of total phenols Ramaria sp
stands out among the other species (8.0088 mgEAG/sample).

Key words: Edible wild mushrooms, antioxidant properties, total phenols, nutritional
value

1. Introduccion

Se conoce como hongo comestible al cuerpo fructifero de un hongo (Boa, 2004; Miralles,
2005). En general, los hongos silvestres comestibles poseen bajos contenidos de grasas
y un contenido mayor de proteinas, carbohidratos, minerales y energia, adicionalmente
tienen gran cantidad de agua que suele oscilar entre el 70 y el 90% (Colak et al., 2009).
Actualmente se reconoce que por la composicion de metabolitos que contienen pueden
tener efectos benéficos para la salud con un amplio espectro de propiedades
farmacoldgicas, que incluyen propiedades antidiabéticas, antioxidantes, antivirales,
antibacterianos, osteoprotectores, nefroprotectores, hepatoprotectores, etc. Tanto los
hongos silvestres comestibles como los considerados medicinales poseen actividades
terapéuticas y biolodgicas, que son evidentes a partir de los ensayos in vivo e in vitro
(Anusiya et al., 2021). Se han reportado diferentes clases de metabolitos secundarios con
actividad biologica (Lopez-Vazquez et al., 2017). Es evidente que el consumo de hongos
comestibles es importante en nuestra dieta por su valor nutricional y probablemente para
favorecer la salud. Los macromicetos se han considerado como alimentos funcionales
que son médicamente competentes en terapias contra el cancer, con actividad
hipolipidémica, y como antivirales (Lopez-Vazquez et al., 2017; Rathee et al., 2012). La
exploracion de hongos silvestres comestibles y la identificacion de sus componentes
activos con potencial valor terapéutico sigue siendo un desafio, por lo tanto, los hongos
silvestres comestibles seguiran siendo el centro de atencibn mas destacado de la
investigacion en la perspectiva futura (Rathee et al., 2012).

2. Materiales y métodos

1. Material
El material fungico de los bosques de San Mateo Rio Hondo (SMRH), Santa Maria
Yavesia (SMY) y San Agustin, Etla (SAE) fue proporcionado por el equipo de trabajo de
posgrado (M. en C. Baleria Maria Hernandez Chavez y M. en C. Yesenia Aragon Lopez)
e identificadas por los expertos: Dr. Ricardo Valenzuela Garza y el Biélogo Héctor Aguilar
Reyes. Se empled el hongo Agaricus bisporus como referencia por ser un hongo cultivado
y del cual se conocen sus parametros quimicos. Este se obtuvo de mercados locales.

2. Meétodos
Determinacion de humedad. Secado en estufa (NMX-F-294-SCFI-2011).
Determinacion de extracto etéreo. Método de Soxhlet (Método AOAC 920.39)
Determinacion de proteina. Método de Kjeldahl (Método AOAC 045.01)
Determinacion de cenizas (Método AOAC 923.03).
Determinacion de fibra (NMX-Y-094-SCFI-2012).
Determinacion de flavonoides totales. Se siguid el método descrito por Ebrahimzadeh et
al, 2008.



Determinacion de compuestos fendlicos totales. Se utilizd el método descrito por
Singleton et al, 1999.

Determinacion de actividad antioxidante total. Se realizé el método de Prieto et al, 1999.
Determinacion de poder reductor. El poder reductor se determiné segun el método
descrito por Babu y Rao, 2013.

3. Resultados y discusion

En la tabla 1 se presenta el contenido nutricional de los hongos estudiados, los resultados
se expresan en base seca. Los valores obtenidos en el analisis quimico proximal de este
trabajo fueron comparados con los reportados para A. bisporus, por Atila, et al, 2021:
proteina de 29.14%, carbohidratos de 51.05% y grasas de 1.56%; mientras que los
obtenidos en este trabajo son: proteina de 32.45%, carbohidratos de 38.22% y grasas de
1.86%. Es decir, estos valores pueden variar de acuerdo al tipo de cultivo, sustrato,
época del afo, etc.; sin embargo, nuestros valores estan en el rango previamente
reportado.

Tabla 1. Resultados del analisis quimico proximal

Especie DETERMINACION (g/100 g de muestra)

Cenizas Extracto  Proteina Fibra Carbohidratos
etéreo

A. bisporus 0.2499 1.8608 32.4526 27.2096 38.2271

(comercial)

G. brownii (SMRH) 0.1424 1.0000 15.0439 42.7528 41.0609

G. brownii (SAE) 5.2589 0.5894 12.0365 40.0561 42.0591

G. brownii (SMY) 2.8454 1.1972 16.1804  28.1937 51.5833

H. lactiflourum 0.1272 2.1065 34.8800 51.3820 11.5043

(SMRH)

Ramaria sp. (SMRH) 0.1252 4.2020 35.1048 26.9244 33.6436

F. pinicola (SMY) 0.4204 7.3884 14.5643 47.4734 30.1535

T. abietinum (SMY) 1.1036 0.0378 11.3986 50.4331 37.0269

N. lepideus (SAE) 3.7950 0.6325 16.7113  21.9571 56.9041

Por otra parte, se observa que los hongos con mayor contenido de proteinas son H.
lactifluorum (SMRH) y Ramaria sp (SMRH) con 34.88 y 35.10 g/100 g de muestra
repectivamente. En cuanto al contenido de carbohidratos, N. lepideus (SAE) y G. brownii
(SMY) son los que contienen la mayor proporcion, 59.90 y 51.58 g/100 g de muestra,
respectivamente. La variacidon de los valores entre hongos de las mismas especies, pero
de comunidades diferentes, puede deberse al estado de maduracion en que se
encuentran al momento de la determinacién. Se han reportado estas variaciones en
algunos alimentos, por ejemplo, en el mango Tommy Atkins (Villamizar et al., 2019) y en
el jengibre (Jaimez et al., 2021).

En general, en los hongos el contenido de grasa o extracto etéreo es muy bajo comparado
con el contenido proteico o de carbohidratos, se observa para T. abietinum (SMY) y G.



brownii (SAE) valores de 0.0378 y 0.5894 respectivamente; mientras que para A. bisporus
se ha reportado entre 1.6 y 2.2% (Wani et al., 2010). En cuanto al contenido de fibra
observamos altos valores en H. lactiflourum (SMRH), T. abietinum (SMY) y G. brownii
(SMRH), con 51.3820, 50.4331 y 42.7528 respectivamente. Para A. bisporus se ha
reportado de 23.26 % (Cano y Romero, 2016). Los carbohidratos, proteinas, lipidos,
fibras, minerales y vitaminas presentes en los hongos silvestres los recomiendan como
alimentos saludables y una fuente potencial de nutrientes esenciales y compuestos
bioactivos terapéuticos.

Tabla 2. Resultados de la evaluacion antioxidante.

ESPECIE Poder Actividad Fenoles Flavonoides
reductor  antioxidante total totales (mgEQ/g)

(mgEAA/g) (mgEAA/g) (mgEAG/g)

A. bisporus 5.0893 8.5077 2.9825 1.1761

(comercial)

H. lactiflourum 39.646 4.3389 5.6020 2.7555

(SMRH)

Ramaria sp. 33.6460 7.9449 8.0088 2.5892

(SMRH)

G. brownii (SMRH) 3.1005 7.5954 2.1982 1.7721

G. brownii (SAE) 21.9799 14.3102 3.9557 1.3249

N. lepideus (SAE) 3.2513 4.6872 2.8534 0.8690

F. pinicola (SMY) 3.3240 2.3716 3.2658 1.0074

G. brownii (SMY) 9.7042 7.0855 4.3191 0.9797

T. abietinum (SMY) 0.0376 2.1325 2.0980 1.1087

N. lepideus (C) 12.00195 4.5679 4.3759 0.6878

En la tabla 2 se observa que en el caso de G. brownii los compuestos fendlicos totales
fueron 2.1982 y 3.9557 mgEAG/g para especies de SMRH y SAE, estos valores se
consideran bajos en comparacion con un estudio donde se obtuvieron concentraciones
elevadas (100.33 mg EAG/g) de extractos etandlicos de G. brownii, los cuales fueron
preparados a partir de cultivos en laboratorio (Islas et al., 2017), y no directamente de
especies recolectadas como los realizados en este trabajo. En otro estudio de G. brownii
se reportaron valores de 46.3 mg EAG/g y de 26.3 mgEQ/g de fenoles y flavonoides
totales (Singh et al., 2021).

La capacidad reductora de un compuesto puede servir como indicador significativo de su
potencial actividad antioxidante. Los resultados de la actividad antioxidante total y
reduccion de ferrocianuro revelan que A. bisporus por ejemplo, esta por encima de la
especie G. brownii. En otro reporte donde se trabajaron las mismas técnicas, pero no las
mismas especies, se analizaron hongos comestibles del estado de Durango, encontrando
valores que oscilan entre 4.19 y 17.91 mgEAA/g para actividad antioxidante y 0.0089
mgEAA/g para reduccion de ferrocianuro (Mares, 2014). También se han reportado
valores de poder reductor por el método de la reduccion de ferrocianuro que son de 5.47
mg/ml para el sombrero y 7.91 mg/ml para el pie, para A. bisporus (Babu y Rao, 2013).



En realidad, la capacidad antioxidante total es un método que se ha estudiado
mayormente en plantas medicinales por ejemplo Adhatoda vasica Nees y Sesbania
grandiflora. La actividad de poder antioxidante y reductor total en A. vasica resulto ser de
83,7+1,76 AAE/g y 40,3+0,288 Vit E E/g respectivamente, mientras que en S. grandiflora
se encontré que fue de 46,7+1,44 AAE/g y 35,3t 1,154 Vit E E/g respectivamente
(Padmaja, 2011). Otros autores reportaron que en hojas de Coccinia grandis con
disolventes diferentes al etanol, como cloroformo, se encontraron valores de 31.66 ug de
vitamina E equivalente/100 uyg (Umamaheswari y Chatterjee, 2008).

Con los datos de la tabla 2 se realiz6 una prueba estadistica de Spearman mediante el
programa SPSS y se obtuvo que los métodos no estan correlacionados. Aunque no hubo
correlacion entre las diferentes técnicas de la evaluacion antioxidante, H. lactifluorum
resultdé ser la especie con mayor concentracion (39.6460 mg EAA/g muestra), con la
técnica de poder reductor; y G. brownii de SAE (4.3102 mg EAA/g muestra) con actividad
antioxidante total. En referencia al contenido de fenoles totales Ramaria sp destaca entre
las demas especies (8.0088 mgEAG/muestra).

4. Conclusién

En su mayoria los hongos silvestres comestibles estudiados en este trabajo, estan
compuestos principalmente por carbohidratos y fibra, seguido de proteina, y tienen muy
poca cantidad de grasa, lo que los convierte en un alimento con un excelente contenido
nutricional. Aunque no hubo correlacion entre las diferentes técnicas de la evaluacién
antioxidante, H. lactifluorum resulto ser la especie con mayor concentraciéon (mg EAA/g
muestra) medida con la técnica de poder reductor y G. brownii (SAE) con actividad
antioxidante total. En referencia al contenido de fenoles totales Ramaria sp destaca entre
las demas especies.
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CULTIVO IN VITRO Y TAMIZAJE FITOQUIMICO PRELIMINAR DE UN HONGO DEL GENERO
Myriostoma

RESUMEN

El trabajo de investigacion fue realizado en la comunidad de Yaxe, Ocotldn de Morelos, Oaxaca,
comunidad que cuenta con una gran biodiversidad de especies, entre las que destacan los hongos
silvestres. El objetivo de este trabajo fue analizar un hongo del género Myriostoma sp. que
pertenece a los hongos gasteroides, y cuyo uso potencial es como cicatrizante. Esta especie en
particular presenta un endoperidio globoso que gracias a sus numerosos orificios permite la
dispersion de las esporas. En el paraje “Lachigocha” , zona con clima cdlido semiseco, se
colectaron los cuerpos fructiferos de Myriostoma sp., las muestras obtenidas se lavaron
con hipoclorito de sodio al 5% y posteriormente con agua destilada estéril. Fragmentos de
los carpéforos se colocaron para su crecimiento en los diferentes medios de cultivo
selectivos para hongos: Agar Extracto de Malta (AEM), Agar Dextrosa Sabouraud (ADS), Agar
Suero de Naranja (ASN), Agar Dextrosa y Papa (ADP). A partir de los cultivos en medios
s6lidos se evaludé la presencia de lectinas y la identificacion de metabolitos con pruebas
colorimétricas. Se observé que el hongo presentdé un abundante crecimiento de micelio de
color blanco en los diferentes medios de cultivo, siendo en agar suero de naranja donde
el crecimiento fue mds uniforme; se detectd la presencia de lectinas y presencia de
alcaloides. Este reporte constituye el primer registro de Myriostoma sp. en la zona.

Palabras clave: Metabolitos, Lectinas,Gasteroides

ABSTRACT

The research work was carried out in the Yaxe community, Ocotldn de Morelos, Oaxaca, a
community with a great biodiversity of species, among which wild mushrooms stand out. The
objective of this work was to analyze a fungus of the genus Myriostoma sp. which belongs

to the gasteroid fungi, and whose most important potential use is as a cicatrizant. This



species presents a globose endoperidium that, thanks to its numerous orifices, allows the
dispersion of the spores. The fruiting bodies of Myriostoma sp. were collected in
“Lachigocha”, an area with a warm semi—dry climate. The samples obtained were washed with
5% sodium hypochlorite and then with sterile distilled water. Fragments of the carpophores
were placed for growth in different culture media: Malt Extract Agar (MEA), Sabouraud
Dextrose Agar (SDA), Orange Serum Agar (0SA), Potato Dextrose Agar (PDA). From the solid
media cultures, the presence of lectins and the identification of metabolites were
evaluated with colorimetric tests. It was observed that the fungus presented an abundant
growth of white mycelium in the different culture media, being in orange serum agar where
the growth was more uniform; the presence of lectins and alkaloids was detected. This
report is the first record of Myriostoma sp. in the area

Index words: Myriostoma, In vitro culture, Metabolites, Lectins

INTRODUCCION

El estado de Oaxaca alberga una gran cantidad de especies, comprende diferentes climas
dando lugar a una gran biodiversidad, sin embargo, existen comunidades como la comunidad
de Yaxe, perteneciente al distrito de Ocotldn de Morelos ubicado en el estado de Oaxaca,
donde no se tiene un registro de los recursos forestales no maderables. Esta comunidad
posee un bosque de encino con clima templado subhimedo y seco calido semiseco, que alberga
gran biodiversidad con especies de hongos silvestres, siendo gasteroides la mayoria de
los hongos encontrados. Dada la importancia y el interés actual de los hongos silvestres
como alimentos nutracéuticos y de potencial biotecnoldgico, se ha tratado de establecer
condiciones para su cultivo y propagacién. Bo, Veldzquez y Kuhar (2021) menciona que
existen hongos silvestres que liberan esporas a través de una polvera, es decir, no la
liberan a través del himenio. Kuhar, Castiglia y Papinutti (2013) indican que la liberacioén

de las esporas puede ser de dos formas, la primera es al secarse el cuerpo fructifero, la



gleba se abra y libera las esporas, o bien, que la gleba se convierta en un liquido
pegajoso el cual es utilizado por algunos insectos como alimento, llevandose las esporas
en su cuerpo esparciéndose en el camino , clasificados en géneros como los Myriostoma,
Calvatia, Geastraceae, Lycoperdon, Tulostomatales, Sphaerobolus, Geastrum Marco, Sudrez
y Robledo (2018) mencionan que una de las propiedades medicinales presentadas por estos
géneros, es su uso para la cicatrizacién como es el caso de Myriostoma coliforme, Bovista
cunninghamii, Calvatia cyathiformis, Calvatia fragilis, Disciseda candida, Mycenastrum
corium, Scleroderma bovista. Esta propiedad se puede deber a la presencia de lectinas o
metabolitos secundarios, debido a que estos tienen una participacién activa en las
propiedades antioxidantes, antiviral, antitumoral, antibacteriana, entre otras

Algunas de estas especies fungicas tienen relacion con el ambiente ya que favorecen la
formacién de micorrizas, esta simbiosis entre el drbol y la especie fungica ayuda a
establecer condiciones Optimas entre ambos para mejorar el crecimiento, como es el caso
de Pisolithus tinctorius (Pera, Parladé y Alvarez, 1994: Martin y Pais, 2004; Gomes et
al. 2013), esta especie en particular ademds de ser comestible en etapa joven y de un
sabor muy intenso que se puede usar para condimentar guisos, es utilizada como pigmento y
posee propiedades antialergénicas (Jiménez—Nieva, Sanchez-Gonzdlez y Caetano—Sanchez
2022).

Estos hongos en etapa joven tienen importancia en el patrén alimentario ya que son
consumidos con frecuencia, asi como las especies de Lycoperdon perlatum que poseen
propiedades terapéuticas y antimicrobianas, y producen B -glucanos (Akpi, Odoh, Ideh y
Adobu, 2017; Diaz-Talamantes, Burrola-Aguilar, Estrada-Zuniga y Zepeda—Gémez, 2021).

Hedavoo (2020) y Diaz-Talamantes, Burrola—-Aguilar, Aguilar-Miguel y Mata (2017)
mencionan que exiten especies como Calvatia cyathiformis y Calvatia fragilis que son

consumidas ampliamente en paises como la India, al igual Jiménez—Nieva, Sdanchez-Gonzdlez



y Caetano—-Sénchez (2022) en su investigacién registraron que Bovista aestivalis, Phallus
Impudicus tienen sabor similar al rdbano, poseen compuestos antirreumdticos y contra la
epilepsia, Rhizopogon luteolus y Rhizopogon roseolus poseen propiedades antibacterianas
(Jiménez—Nieva, Sdnchez—Gonzdalez y Caetano—Sanchez, 2022; Sevindik y Bal, 2022)
Cortés—Pérez, Pérez—Pacheco, Yescas—Arreola y Ramirez—Cruz (2022) demostraron que las
especies del género Scleroderma como Scleroderma texense tienen uso culinario en la Sierra
Norte de Oaxaca , Jiménez—Nieva, Sanchez—Gonzdlez y Caetano-Sdnchez (2022) registraron
que Astraeus hygrometricus no posee interés culinario, sin embargo, es utilizado en
medicina alternativa como cicatrizante en casos de quemaduras. La forma de dispersién que
tienen todas estas especies flungicas a través de la gleba permite que su distribucién en
el ambiente sea mas amplia, contribuyendo al ecosistema produciendo una gran cantidad de
cuerpos fructiferos jovenes que son usados como alimento; asi mismo facilita la
reproduccion del micelio en medios de cultivo 7n vitro por medio de las esporas, las
cuales son conservadas en condiciones O¢ptimas. Dado el impacto econdémico, cultural,
biotecnolégico y alimenticio que presentan estas especies, es importante establecer
condiciones de cultivo in vitro para reproducirlas en forma de micelio como es el caso de
Lycoperdon perlatum y Pisolithus tinctoriusy asi obtener los beneficios de sus propiedades
medicinales y en la formacién de micorrizas (Pera, Parladé y Alvarez, 1994; Akpi, Odoh,

Tdeh y Adobu, 2017).
MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La comunidad de Yaxe pertenece al municipio de Ocotldn de Morelos, Oaxaca,
se localiza en las coordenadas geogrdficas entre los paralelos 16° 39" y 16° 46° de
latitud norte; los meridianos 96° 24’ y 96° 30’ de longitud oeste; altitud entre 1 400

y 2 500 m (INEGI, 2010).



Cultivo 7n vitro en medio sélido

Una vez colectadas las muestras del hongo en la comunidad de Yaxe, se procedié a la
preparacién para su propagacién in vitro. El aislamiento se realizé en una campana de
flujo laminar, doénde el cuerpo fructifero del hongo se cortd en secciones de
aproximadamente 1 cm® con un bisturi, lavando una parte con hipoclorito de sodio (NaCl0)
al 5% y lo restante con perdxido de hidrégeno (H.0.) al 3%, las fracciones se enjuagaron
con agua estéril y se colocaron para su crecimiento en medios Agar extracto de malta. Del
crecimiento activo de una placa, se realizé la inoculacién en los siguientes medios con
discos de agar de 5 mm de medio s6lido en el centro de la placa: agar extracto de malta
(AEM), agar dextrosa Sabouraud (ADS), agar suero de naranja (ASN), agar Dextrosa y papa
(ADP) manteniendo en incubacién a temperatura de 25° C.

Ensayo de actividad hemaglutinante (AH)

La prueba se realizé en una placa de micro titulacién de fondo céncavo, se colocaron 50
W, de PBS en cada pozo de la placa, posteriormente se anadieron 50uL de la muestra
(muestra obtenida del medio de cultivo) efectuando diluciones dobles seriadas con un
volumen final de 50UL. Se adicioné a cada pozo 25uL de eritrocitos humanos al 3%. Como
control, en los primeros pozos se colocé PBS y suspensién al 3% de eritrocitos humanos
del grupo 0 Rh+. Las lecturas se realizaron después de una hora de reposo a temperatura
ambiente. Los resultados se registraron como positivo (pozos con hemaglutinacién) vy
negativo (no presenta hemaglutinacién). La mayoria de las lectinas aglutinan eritrocitos
de todos los grupos sanguineos, las que son especificas aglutinan eritrocitos humanos
preferentemente de un determinado grupo sanguineo.

Tamizaje fitoquimico



Para la identificacion de metabolitos en el extracto del hongo, el micelio del hongo se
macerd en PBS (buffer de fosfato salino) en una relacién 1:2 y se incubd durante 24 h con
agitacion constante, posteriormente se centrifugdé para recuperar el sobrenadante. Se
utilizaron agentes cromégenos para las pruebas colorimétricas en la identificacién de
metabolitos, considerando como prueba positiva las siguientes coloraciones: alcaloides
(precipitado café—-naranja), flavonoides (xantonas y flavonas, amarillo—rojo; flavonoides
café—naranja; antocianinas, azul; chalconas; purpura rojizo), saponinas (si la altura de
la espuma es »0.5cm por 30 minutos), taninos (dcido gdlico azul-negro; catequina, verde;
compuesto fenélicos; azul), cumarinas (azul-violeta), quinonas (rojo-violeta), glucésidos
cardioténicos (rojo oscuro) (Koneman et. al., 2014; Casamtjana, 2018; Oliveros et. al.
2018).

RESULTADOS Y DISCUSION
Descripcioén
Esta especie silvestre fue encontrada en el paraje conocido como “Lachigocha” (Figura
1) en una zona con clima seco cdlido semiseco; la ubicacién del hongo fue: Latitud:
33.7058147; Longitud: -111.01865184. Yaxe, Ocotlan de Morelos Oaxaca. En la zona se
encontraron otras especies fungicas como Arachnion dlbum. Myriostoma sp estd formado por
un cuerpo fructifero con una capa externa que se abre formando una estrella de color
marrén parduzco (Figura la, 1b, 1d), endoperidio con numerosos estomas o bocas circulares
por donde expulsa las esporas (Figura 1d). Las esporas son globosas, marcadamente
verrugosas de didmetro 11.03 pm (Figura 1 c). Se ha reportado este género por primera
vez en Sao Paulo, SP, Brasil, en el 2020 y en Bolivia en el ano 2019 , y en 2021 en Italia
(Maillard y Rocabado, 2019; Trierveiler-Pereira y Gugliotta, 2020; Perini et al., 2021)
Hernéndez (1974) realizé los primeros registros de este género en los estados de Guerrero

e Hidalgo, los cuales cuentan con una biodiversidad fungica muy extensa.



En la comunidad de Yaxe, actualmente solo se consumen las especies de hongos silvestres

Agaricus campestris y Marasmius oreades, los cuales son consumidos principalmente en mole

Cultivo In vitro

El cultivo fue realizado con un disco de agar de 5 mm sobre el medio de cultivo

correspondiente. El hongo presenté un crecimiento considerable en los cuatro medios de



cultivo con presencia de un micelio de color blanco, y desarrollo abundante, de forma
circular, consistencia suave. En los medios de cultivo ASN y ADS se presentd un crecimiento

mds rdpido, sin embargo, en el medio de cultivo ASN se obtuvo un crecimiento mds uniforme,

el crecimiento en estas placas corresponde a un periodo de 2 semanas (Figura 2).

Figura 2. Crecimiento micelial de Myriostoma en medios de cultivo en agar. a (ADP), b
(ASN), c (AEM), d (ADS). Se observa abundante micelio blanco en todos los medios,
principalmente en B.

Actividad Hemaglutinante (HA)

Las lectinas de origen fiungico se han aislado del micelio obtenido en medios de cultivo
in vitro, esporas y cuerpos fructiferos. En este caso, una vez obtenido el micelio en los
diferentes medios de cultivo, este fue retirado para realizar la busqueda de lectinas por
hemaglutinacion. Se observd que en el medio de agar suero de naranja se presenta actividad
de lectina de 5 pozos (Figura 3).

(-)
ASN

AEM

APD




Figura 3. Actividad de lectina de Myriostoma sp. en diferentes medios de cultivo. Placa
de micro titulacion correspondiente a la actividad de lectina presentada por
Myriostoma sp. en cultivos de 2 semanas. La fila del control negativo (=) contiene
50 UL de PBS y 25 ML de eritrocitos. La segunda y tercera fila contienen 50 HL
de medio de cultivo ASN con eritrocitos, se observan 6 pozos de actividad; cuarta
y quinta fila contienen AEM con eritrocitos, se observan dos pozos de actividad;
sexta y séptima fila contienen ADP con eritrocitos, se observa un pozo de
actividad; octava fila contiene ADS con eritrocitos, se observa un pozo de
actividad. Se emplearon eritrocitos humanos tipo O+ al 3% en todos los casos

A través de los anos se han analizado diferentes especies de hongos en la btisqueda de
lectinas debido a sus propiedades bioldgicas, sin embargo la obtencién de hongos silvestres
ha sido una limitante debido a que solo se producen en ciertas épocas del ano, es por ello
que se ha optado por el cultivo 7n vitro de estas especies, ya que son una fuente de
nuevas lectinas debido a sus potenciales usos médicos y biotecnolégicos; y a sus
propiedades antitumorales, antibacterianas y anti proliferativas. Actualmente se han
extraido lectinas a partir del micelio de hongos silvestres que han sido reconocidos por
sus usos medicinales como el caso de Ganoderma applanatum, la cual tiene afinidad a
azicares como arabinosa, glucosa, manosa, galactosa, maltosa, fructosa, N-acetil-D-
glucosamina y Trametes versicolor con afinidad hacia galactosa (Mikiashvili, Elisashvili,
Wasser, Nevo, 2006; Davitashvili, Kapanadze, Kachlishvili y Khardziani, Elisashvili,

2008).

Tamizaje fitoquimico
Se ha realizado identificacion de metabolitos en carpoforos de especies de hongos
silvestres, asi como en medios de cultivo 7n vitro, el realizar el cultivo en medios

s6lidos o liquidos asegura un mayor control de la cantidad de biomasa producida en un



determinado tiempo, a su vez el utilizar cultivos de fermentacién ayuda a tener control
de pH, cantidad de biomasa y facilita el acceso ya que los hongos silvestres solo se
producen por temporada. En la tabla 1 se resumen los metabolitos encontrados en el medio
de cultivo de Meryostoma sp. donde () indica ausencia; (+) presencia débil; (++) presencia
moderada; (+++) presencia significativa; ASN: agar suero de naranja; PDA: agar papa
dextrosa; AEM: agar extracto de malta; nd: no detectado. Se identificé la presencia de
alcaloides que, de acuerdo a la clasificacion de los metabolitos secundarios y sus
propiedades farmacolodgicas, en el grupo de los alcaloides se encuentran compuestos como
quinolina, isoquinolina, indol, tropano, quinolizidina, piperidina, purina, pirrolizideno;
algunos exhiben actividad bioldgica, pero la mayoria son muy téxicos. Sin embargo, se ha
reportado que algunos alcaloides funcionan como relajantes musculares, tranquilizantes,
antitusivos o analgésicos (Avalos—Garcia y Pérez—Urria, 2009).

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico de Myriostoma en cultivo ASN

Grupo Quimico

Alcaloides Flavonoides, Saponinas, Taninos, Cumarinas
Quinonas, Glucésidos cardioténicos

+H+ -

Obtener cultivos 7n vitro, en medios liquidos, y establecer las condiciones ¢6ptimas
para el crecimiento de Myriostoma sp (temperatura, cantidad de medio, pH) nos permitird

tener un mayor control y rendimiento para la extraccion de los metabolitos

CONCLUSIONES

Este hongo a pesar de poseer un cuerpo fructifero pequeno al liberar esporas a través de

la gleba facilita su reproduccién en medios de cultivo debido a la conservacién de las



esporas, asi mismo realizando las pruebas de identificacion Myriostoma sp, presenta
actividad de lectina y se identific6 la presencia de un metabolito secundario del grupo
de los alcaloides el cudl podria ser la causante de ese propiedad medicinal cicatrizante
sin embargo, es necesario realizar pruebas piloto en medio de cultivo liquido y evaluar
condiciones Optimas para la extraccién del metabolito.
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Resumen. Las técnicas electroquimicas permiten transducir fenémenos fisicoguimicos producidos
por un analito en sefales de utilidad analitica. La crono potenciometria permite identificar
modificaciones superficiales en nanomateriales como por ejemplo los nanotubos de carbono
funcionalizados con lectinas, asi como interacciones moleculares especificas como lectina-
carbohidrato y antigeno-anticuerpo. Es importante desarrollar técnicas innovadoras que permitan
identificar este tipo de interacciones, dada su importancia actual en aplicaciones biomédicas. El
presente trabajo tuvo como objetivo identificar mediante crono potenciometria la interaccion
lectina-carbohidrato en nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados con la lectina de
Solanum tuberosum (STL) con su azUcar especifico (GIcNAc). Se comprobé la actividad de la lectina
STL mediante pruebas de hemaglutinacién en placa empleando eritrocitos humanos tipo O, Ay B,
corroborando la actividad especifica de lectina (AEL) mediante ensayos de inhibicion coN diferentes
azUcares. Posteriormente se realizd la funcionalizaciéon de nanotubos de carbono de pared multiple
(NTCPM) empleando 150 L de suspension en PBS pH 7.2 y mezclandola con 600 pL de solucion 1
mg.mL-1de lectina STL, agitando y manteniendo a 4°C durante 24 h, la mezcla se centrifugd a 10000
rom por 1 hy se lavd repetidamente. Se generaron crono potenciogramas estandar para evaluar los
nanomateriales, incluyendo NTCPM purificados, funcionalizados e incubados con GIcNAc. Se
comprobd que la lectina STL empleada se encuentra activa. Los crono potenciogramas obtenidos
permitieron detectar la funcionalizacion de los NTCPM con la lectina STL, siendo posible identificar
la interaccién de la lectina STL con GlcNAc de manera cualitativa y cuantitativa, con sensibilidad y
especificidad.

Palabras clave: nanotubos de carbono, lectinas, interaccion lectina-carbohidrato, electroquimica.

1. Introduccion

Los dispositivos electroquimicos son capaces de transducir seflales biolégicas, permitiendo obtener
informacién analitica util [1]. Los nanotubos de carbono (NTC) son estructuras tubulares que poseen
propiedades importantes para diversas aplicaciones, una caracteristica importante de los NTC es la
posibilidad de funcionalizarlos con diferentes moléculas bioldgicas [2]. Las propiedades de los NTC
funcionalizados con moléculas que poseen sitios activos de reconocimiento molecular especifico como
las lectinas, permiten el montaje de bioconjugados, funcionando como transportadores de carga y
electro-conductores, los cuales pueden ser caracterizados mediante métodos electroquimicos [3].

Los estudios alrededor de las lectinas han tomado relevancia, aunque se espera que este campo siga
creciendo en cuanto a la traduccién de los descubrimientos clinicos y el potencial desarrollo de
aplicaciones bioldgicas y biomédicas. Las lectinas vegetales son candidatos prometedores como
elementos de reconocimiento molecular y celular [4]-[6].

Por lo tanto, es importante continuar desarrollando e innovando técnicas electroquimicas que permitan
caracterizar nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados con lectinas, detectando la
modificaciéon superficial de los nanomateriales, asi como identificar la interacciéon lectina-carbohidrato
del bioconjugado. El presente trabajo tuvo como objetivo identificar mediante crono potenciometria la
interaccidén lectina-carbohidrato en nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados con la
lectina de Solanum tuberosum (STL) con su azucar especifico (GIcNAc).



2. Fundamentos teédricos

Los nanotubos de carbono (NTC’s) son aldtropos del carbono, como el grafito y el diamante,
descubiertos accidentalmente por S. llijima, confundiéndolos en un principio con fulerenos. Su
estructura puede derivarse de una lamina de grafeno enrollada sobre si misma, por ello los diametros
y geometria interna pueden variar [7]. La funcionalizacion quimica es la modificacién de propiedades
por la adsorcidén de dtomos o moléculas en las paredes exteriores o interiores de los NTC “s. Derivado
de este proceso, se pueden modificar las propiedades fisicas de la superficie, mejorando su solubilidad
y dispersion, las cuales son importantes para sus aplicaciones biolégicas y biomédicas [8].

Las lectinas son un grupo de proteinasy glicoproteinas de origen no inmune, que poseen por lo menos
un dominio no catalitico reversible y especifico para azUcares tales como monosacaridos,
glicoproteinas, glicolipidos, entre otros [9]. Para diferenciarlas de enzimas especificas a carbohidratos,
también se define a las lectinas como proteinas de unién a carbohidratos que no modifican al receptor
al establecer la unidn [10]. En plantas, estas moléculas se encuentran presentes en su mayoria en los
cotiledones y endospermos de las semillas en un 2 a 10% del total de proteina de éstas. Se sugiere que
estas moléculas tienen diferentes funciones: regulacion fisiolégica, defensa contra el ataque de
microorganismos, proteinas de reconocimiento simbidtico, entre otras [11]. Diversos estudios con
numerosas lectinas vegetales han demostrado poseer actividad antitumoral y actividad
anticancerigena [4].

La crono potenciometria (CP) es una técnica electroquimica, en la que se aplican al electrodo de
trabajo diferentes valores constantes de corriente eléctrica, midiendo el potencial resultante entre
ambos electrodos (trabajo y auxiliar). Debido a la disminucion de la concentracion del material
electroactivo alrededor del electrodo de trabajo, el potencial cambia con el tiempo. Cuando la
concentraciéon es suficientemente pequefia, se observa un salto de potencial hacia el valor de otro
sistema redox [12].

3. Desarrollo del trabajo

Determinacion de actividad de lectina

Pruebas de hemaglutinaciéon con lectinas purificadas

Se realizaron pruebas de hemaglutinacion con la lectina purificada de Solanum tuberosum (Sigma-
Aldrich®), efectuando diluciones dobles seriadas en una placa de microtitulaciéon de fondo céncavo,
empleando buffer salino de fosfatos pH 7.2 (PBS), adicionando a cada pozo 25 uyL de una suspensién
de eritrocitos (O, A y B) al 3%. La placa se agitd y se dejo reposar. Se tomaron como positivo la
aglutinacion de eritrocitos y como negativo la sedimentacion de estos. Se completd esta actividad
mediante ensayos de inhibicion de la hemaglutinacidon con soluciones 0.4 M de los azucares: 1) D-
Ribosa, 2) D-Xilosa, 3) D-Glucosa y 4) N-Acetil-D-Glucosamina (Sigma-Aldrich®).

Sintesis de bioconjugado NTCPM-Lectina.

Se dispersaron 100 pg de nanotubos de carbono de pared multiple (NTCPM) oxidados y purificados
(Sigma-Aldrich®) empleando PBS pH 7.2.

Se tomd una alicuota de 150 pLy mezclandola con 600 plL de solucion 1 mg mL-1de lectina de Solanum
tuberosum en PBS pH 7.2. En seguida, el bioconjugado se centrifugd, recuperando el sobrenadante
para verificar la actividad de la lectina. El pellet de NTCPM funcionalizados se lavé dos veces con PBS
pH 7.2, almacenando a 4°C hasta su utilizacion. Se realizaron pruebas de hemaglutinacion con el
bioconjugado para corroborar la funcionalizacion.

Caracterizacion de materiales y generacion de curvas estandar

La caracterizaciéon de los materiales se realizé mediante el potenciostato Origaflex OGFO1A empleando
una celda cénica de vidrio con los siguientes electrodos: Electrodo de trabajo: filamento de platino
(Griffin & George Laboratory Equipment), Electrodo de referencia: Filamento de platino (Origalys
Electrochem) y Electrodo auxiliar: filamento de plata (Griffin & George Laboratory Equipment). Se
empled crono potenciometria con reversion de corriente a dos pasos como técnica de caracterizaciéon
electroquimica. Para el procesamiento, analisis y visualizacion de datos se empled el software
Origamaster 5® version 2.2.0.1. Se prepararon seis muestras con los materiales utilizados en este



estudio, tomando 150 plL de cada muestra (volumen de funcionalizacion) y se disolvieron en 5 mL de
PBS pH 7.2 el cual se utilizé como electrolito de prueba en la medicidn potenciométrica, siendo las
principales: NTCPM purificados, NTCPM funcionalizados con STL y NTCPM funcionalizados e
incubados con N-Acetil-D-Glucosamina.

Resultados y discusion

La lectina de Solanum tuberosum (STL) presenté actividad hemaglutinante para los eritrocitos tipo O,
Ay B con titulos de 10, 9 y 9 pozos positivos respectivamente. Se observé mayor AEL de la lectina STL
en las pruebas con eritrocitos tipo O, esto debido a la especificidad de |la lectina para el azdcar N-Acetil-
D-glucosamina [13]. El bioconjugado NTCPM-STL presentdé actividad de lectina, corroborando la
funcionalizacion y la actividad de la lectina en la superficie del nanotubo. Se obtuvieron
potenciogramas caracteristicos con patrones diferenciables en la forma de la onda entre cada muestra
[14], [15]. Por su naturaleza quimica el PBS pH 7.2 resultd el electrolito adecuado para las pruebas, al
contar con una caida de voltaje menor, proporcionando el mejor contexto electrolitico para detectar
diferencias de potencial atribuibles a la presencia de compuestos tales como nanotubos de carbono,
proteinas y azucares [16]. Se pudo observar una diferencia significativa en la forma de la onda al
comparar NTCPM purificados, funcionalizados con la lectina de Solanum tuberosum (STL) y en
presencia de N-Acetil-D-Glucosamina (Fig. 1).
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Fig. 1. Crono potenciograma comparativo NTCPM purificados, funcionalizados y en presencia de

GlcNAc: barrido 1 (negro) NTCPM purificados, barrido 2 (azul) NTCPM funcionalizados con STL y barrido
3 (rojo) NTCPM en presencia de GIcNAc.

Se pudo observar una diferencia significativa en la forma de la onda al comparar NTCPM purificados,
funcionalizados con la lectina de Solanum tuberosum (STL) y en presencia de N-Acetil-D-Glucosamina
(Fig. 8.9). Los NTCPM purificados presentaron la menor caida de voltaje, tommando en cuenta que se
encontraban en mayor concentracion en el electrolito (100 pg.mL-1) en comparacién con los
nanotubos funcionalizados (0.02 pg.mL-1) [17], [18].

4. Conclusiones

La crono potenciometria, permite identificar la interaccién lectina-carbohidrato entre la lectina STL
adherida a la superficie del nanotubo de carbono de pared multiple y el azucar N-Acetil-D-
Glucosamina, desde el punto de vista cualitativo (forma de la curva) y cuantitativo (parametros
electroquimicos), con sensibilidad y especificidad. Es necesario continuar la experimentacion
electroquimica probando con la modificacion de diferentes variables, por ejemplo: el tipo de
experimento, los tipos de electrodos, los pardmetros iniciales del experimento, la concentracién de los
analitos y la preparacion de las muestras.
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Abstract

The PR-10 protein gene has been identified and evaluated in maize, but not in its wild relatives.
The objective of this study was to identify and partially sequence the pr-10 gene in teosintes:
Zea mays ssp. parviglumis, Zea diploperennis, as well as conical type corn. Oligonucleotides
for endpoint PCR were designed from conserved regions and sequences homologous to the
maize pr-10 gene. The genetic material was isolated from coleoptiles. The oligonucleotides
were designed to amplify in nucleotide region 119-628 corresponding to the LOC100192117
gene of the maize B73. The in-silico analysis of the sequences confirmed the presence of the
pr-10 gene in the teosintes, these nucleotide sequences consist of two exons interrupted by an
intron. A phylogenetic tree showed the sequences in a monophyletic group. The partial amino
acid sequence of ssp. parviglumis presented the highest percentage of identity with the
reference sequence (AY953127). In the amino acid sequences, a region rich in glycine was
revealed, reported with ribonucleolytic activity. Nucleotide analysis of the pr-10 gene, showing
intraspecific and interspecific genetic variability. The amino acid sequences showed the typical

folding of the Bet v 1 subfamily, is a member of plant pathogenesis-related proteins.

Keywords: Bet v 1, pr-10, maize, protein, teosinte.

Introduction

Pathogenesis-related (PR) proteins (PRp) are defined as proteins encoded in response to
infection by pathogens or stress by plants (Jain and Kumar, 2015). These proteins have been
classified into 17 different families, PR-1 to PR-17, based on their primary structure,
serological activity, and biological activity (Liu and Ekramoddoullah, 2006). One of the most

represented groups of genes related to pathogenesis is those of the PR-10 class. PR-10 proteins
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are members of a multigene family, and they often occur in clusters at specific loci after gene
amplification and duplication events (Jain and Kumar, 2015).

The first report of a pr-10 gene was in parsley, in this was established the PR-10 class
(Somssich et al., 1988). Reports PR-10 proteins have been added in grasses, in species of the
Poaceae family such as Phyllostachys heterocycla (Peng et al., 2010) and Aegilops tauschii
(Zimin et al., 2017). Also, in species of economic importance such as Sorghum bicolor (Lo et
al., 1999), Oryza sativa (Jwa et al., 2001), Hordeum vulgare (Steiner-Lange et al., 2003), Zea
mays (Chen et al., 2006), Triticum aestivum (Zhang et al., 2010), and Erianthus arundinaceus
(Chakravarthi et al., 2016).

PR-10 proteins are similar in size, total charge, and amino acid sequence (Wen et al., 1997).
The deduced sequence ranges from 154 to 163 residues with molecular masses around 16.6 to
17.5 kDa (Hoffmann-Sommergruber et al., 1997). The pr-10 genes generally consist of two
exons interrupted by a conserved 76-359 bp intron inserted in triplet 62 as observed in the
Betula verrucosa, Corylus avellana, and Malus domestica sequences. The open reading frame
of the pr-10 genes ranges from 465 to 480 bp (Hoffmann-Sommergruber et al., 1997). Although
the sequences of the PR-10 proteins diverge considerably, a well-conserved sequence motif is
known as the phosphate-binding loop (GXGGXG). This could be functions as a nucleotide-
binding site, also it is involved in RNase activity for some PR-10 proteins (Liu and
Ekramoddoullah, 2006).

Chen et al., (2006) evaluated the pr-10 gene and showed an increase in its expression when
faced with Aspergillus flavus infection, the study reports that the recombinant protein expressed
in Escherichia coli and the extracts of leaves of transgenic tobacco plants, that express pr-10

of maize, have ribonucleolytic activity in vitro and inhibition of the growth of 4. flavus.
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The low expression of pr-10 in maize evidenced a greater sensitivity to heat stress and a higher
concentration of aflatoxins, besides showed significantly higher colonization of A. flavus
compared to the non-silenced control (Chen et al., 2009). Of the members of the genus Zea, of
the family Poaceae, only in maize has the pr-10 gene been identified and evaluated; even
though there are other ecologically important members such as the teosintes. In these species,
identification of resistance genes, has not been studied. For this reason, the objective of the
study is to identify nucleotide sequences, predict a protein sequences and analyze the
phylogeny of pr-10 gene in two the teosintes, the Zea mays ssp. parviglumis Iltis & Doebley

and Zea diploperennis Iltis, Doebley & Guzman, and in the conical type of Zea mays L.

Materials and Methods

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Teosintes & maize’s germplasm was donated by M.C. Flavio Aragdén Cuevas, Researcher in
Genetic Resources at the National Institute of Agricultural and Livestock Forestry Research
(Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias [INIFAP]-Oaxaca,
Mexico). Genomic DNA was extracted from the coleoptiles of Zea mays ssp. parviglumis, Zea
diploperennis, and conical type maize, with the method proposed by Keb-Llanes et al. (2002).
The amount of DNA obtained was quantified with NanoDrop (Thermo Scientific, Nano Drop
2000). The purity of the DNA was analyzed by the standard absorbance ratio for DNA (260/280
nm). The oligonucleotides were designed from conserved regions of sugarcane pr-10 mRNA
sequences (KY213889), sorghum (AY751553), and maize (AY953127) with the PRIFI online
software  (https://services.birc.au.dk/prifi/). The selected sequences were: forward
AACAGCTGGACCCTCGAGAT and reverse TAGTTGTAGGCGTCGGGGTT, they were
named PR-10zea.. For the Polymerase Chain Reaction (PCR), Master Mix 2X (Promega,

catalog number: M7502) was used following the manufacturer's instructions, the
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oligonucleotides were adjusted to a final concentration of 2 uM/uL and the genomic DNA was
adjusted to a final concentration of 10 ng/uL. The program in the thermal cycler was: an initial
denaturation of 94° C for 5 minutes, 30 cycles; with denaturation of 94° C for 2 minutes,
alignment of 59° C for 30 seconds and, extension at 72° C for 34 seconds; final extension at

72° C for 5 minutes.

Purification of the PCR products

The purification of the PCR products was carried out with the GeneJET Gel Extraction Kit
(Thermo Scientific) from the 1% agarose gel, according to the manufacturer's instructions.
Clones of Zea mays ssp. parviglumis (PR-10P), Zea diploperennis (PR-10D), and maize (PR-
10M) were sent to the Institute of Biotechnology (Instituto de Biotecnologia [IBt]) - UNAM

for sequencing using the Sanger method.

Analysis of the sequences, prediction of their nucleotide and amino acid structure

Nucleotide sequences were analyzed with the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) to find regions of similarity between biological
sequences stored at the National Center for Biotechnology Information (NCBI). Pairwise
alignment of sequences using the EMBOSS Needle tool
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) for sequence identity. Structure prediction
of nucleotide sequences and amino acid sequence prediction was performed with the plant gene
search engine FGENESH (http://www.softberry.com) and this structure and amino acid
precision was corroborated in the National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) when depositing the nucleotide sequences.

Phylogenetic analysis

José Luis Hernandez Morales The Plant Pathology Journal
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The multiple alignment of the sequences obtained for the analysis of phylogenetic relationships
were performed with the MUSCLE tool of the European Molecular Biology Laboratory
(EMBL) (https://www.embl.org/) that uses multiple sequence comparison by logarithmic
expectation. . The phylogenetic relationships and the construction of the tree were carried out
with the Mega 11 program (https://www.megasoftware.net/). The evolutionary history was

inferred using the Maximum Likelihood method and the Tamura-Nei model.

Results

Identification of the pr-10 gene in the teosintes: Zea mays ssp. parviglumis & Zea
diploperennis

To identify the pr-10 gene, Zea mays ssp. parviglumis, Zea diploperennis, and conical type
maize we purified and amplified a 563 bp region PCR. The three purified PCR products were
sequenced. Figure 1 shows the PCR products of 563 bp, negative control, and a actin gene as
positive product of 900 bp. The sequences were deposited in the National Center for
Biotechnology Information as follows Zea mays ssp. parviglumis access number: MW604720;
Zea diploperennis access number: MW604721; conical maize access number: MW604722.
The nucleotide sequences were analyzed with the BLAST tool. To recognize the most
significant sequences of pr-10, an E-value of 0.0 was considered. Using the E-value, a
similarity greater than 97% was obtained with the pr-10 gene of maize. MW604720 presented
an identity of 99.80% and a coverage of 100% with the AY953127.1 reference sequence, in
addition, it presented identity of 92.09% and 91.57% and a coverage of 100% with the
sequences of Saccharum arundinaceum (access number KY213889.1 and KP284557),
respectivel, considering an E-value of 0.0. The MW604721 sequence only aligned with

AY953127, presented identity of 97.56% and a coverage of 98%. The MW604722 sequence
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presented identity of 98.04% and a coverage of 99% with the AY953127 reference sequence
of Zea mays, with the sequences KY213889 and KP284557, presented an identity 91.80% and
91.44%, respectively; 99% coverage for both sequences.

The EMBOSS Needle tool aligned the nucleotide sequences and found that the AY953127
sequence has an identity percentage of 70.4%, 66.9%, and 70.08 with the partial sequences of
ssp. parviglumis, Zea diploperennis, and maize, respectively. While the sequence of ssp.
parviglumis has an identity percentage of 94.3 and 95.7% with Zea diploperennis and maize,

respectively. The sequence of Zea diploperennis and maize share 91.4% identity.

Conserved organization of the structural region of the pr-10 gene

The partial sequence of ssp. parviglumis (MW604720) was 503 bp. According to the
FGENESH program, it is composed of two partial exons separated by an intron of 93 bp, an
open reading frame of 410 bp. Meanwhile, the sequence recovered from Zea diploperennis
(MW604721) was 487 bp and is composed of two exons separated by a 99 bp intron; with an
open reading frame of 388 bp. The maize sequence (MW604722) was 498 bp, it comprises two
partial exons with an open reading frame of 409 bp and an intron of 89 bp. In Figure 2 the
aforementioned nucleotide and amino acid sequences are illustrated with the AY953127
reference sequence.

Multiple alignment of the introns of MW604722, MW604720, and MW604721 with the
AY953127 maize reference sequence, it was observed that the three introns have an equivalent
location to the introns in the reference sequence and presented the splice sites of exons 5” AG-
GT and 3" AG-TC. The introns showed a content of 41.94%, 40.40%, and 41.57% of AT,
respectively. In Figure 3, shows the genus Zea alignment with related sequences; Saccharum
arundinaceum (KY213889 and KP284557) and Sorghum bicolor (AY751554, AY751551,

AY751553, and AY751552). These three genera belong to the Poaceae family and were
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compared with the sequence of Betula verrucosa (272430), representative of the subfamily of
proteins 10 with Bet v 1 domain to which the PR10 proteins belong.

The four sequences of the genus Zea, the two sequences of the genus Saccharum and the four
of the genus Sorghum shared the 3 'AG-TC splice site, while Betula verrucosa presented a 3'
AG-GC splice site. Regarding size, the sequence of ssp. parviglumis showed 93 bp, as well as
the reference sequence, while the conical type maize presented 89 bp, 4 bp less than AY953127.
The sequence of Zea diploperennis, on the other hand, presented 99 bp; 6 bp more than
AY953127 and 10 bp more than the conical type maize. Differences in intron size were
observed in the two Saccharum sequences as in the maize sequences. All aligned sequences

shared a more or less regular intron size of 89 to 99 bp.

Phylogenetic relationship in nucleotide sequences of Zea mays ssp. parviglumis
(MW604720) Zea diploperennis (MW604721) and conical maize (MW604722) with other
pr-10 sequences

To establish the phylogenetic relationship of the sequences obtained from ssp. parviglumis,
Zea diploperennis, Zea mays, and sequences of some species of the main genera genetically
closest to maize, within the Poaceae family, the maximum likelihood method was used. For
the analysis Betula verrucosa, Malus domestica, and Corylus avellana sequences were
included to have an extensive study in pr-10 sequences. In the tree of Figure 4, it can be seen
that the three sequences were grouped with the AY953127 reference sequence. Zea
diploperennis had an later origin than the maize sequence and ssp. parviglumis. The four
sequences of the genus Zea shared an origin with the genera Saccharum and Sorghum. The pr-
10 gene of wheat, on the other hand, appeared before the genera Zea, Saccharum, and Sorghumi,
according to the tree. The genera of the Poaceae family diversified their pr-10 gene after Betula

verrucosa, Malus domestica, and Corylus avellana.
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Comparative analysis of the PR-10 amino acid sequences of teosinte with the proteins of

the Poaceae family

From the nucleotide sequences obtained, in silico translation was carried out with the
FGENESH program, and they were compared with the sequences of the PR-10 proteins of the
Poaceae family. The partial amino acid sequence of ssp. parviglumis was similar to the
reference sequence. Instead, amino acid changes were identified in MW604722, the first at
position 72, Serine (Ser) by Arginine (Arg); and the second at position 146, Asparagine (Asn)
by Lysine (Lys). Five sites with changes: A74E, R114S, W115V, M116V and D149E were
found in MW604721 (Figure 2).

The multiple alignment (Figure 5) of the amino acid sequences of ssp. parviglumis
(URX65327), Zea diploperennis (URX65328), conical type maize (URX65329) and the
reference maize PR10 protein (AAY29574) with sequences from the genera: Saccharum
(ARE72291), Panicum (RLN41266), Sorghum (AAWS83207, AAWS83208, AAWS83209,
AAWS83210), Triticum (ACG68733, QEQ43328) and Lolium (AEO11775) of the Poaceae
family, and a sequence of the genus Betula (CAA96539), Malus (CAA96537) and Corylus
(CAA96549) revealed the glycine-rich conserved region known as P-loop (GXGXXG) in all
sequences. This domain is typical of the Bet v I superfamily and is conserved in distant

homologs, Significant residues were also identified upstream and downstream of the P loop.

Discussion
The PR-10zea oligonucleotide set assisted to identify the partial sequence of the pr-10 gene in
the Zea mays ssp. parviglumis, Zea diploperennis, and in conical type maize. The partial

sequences share 66.9-70.08% similarity with the reference sequence. The ssp. parviglumis
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sequence shares an identity percentage of 94.3 and 95.7% with Zea diploperennis and maize,
respectively. The sequences of Zea diploperennis and maize have 91.4% identity.

Zea introns (AY953127, MW604722, MW604720, and MW604722) are located at position
249-348 of the reference sequence and have a similar splice site between them with the two
sequences of Saccharum and the four of Sorghum; while Betula verrucosa has a 3 'AG-GC
splice site (Wen et al., 1997). The calculation of the AT content (40.40 - 41.94%) of the Zea
sequences is lower than those calculated for the Saccharum (46.07 and 46.81%) and Sorghum
(46.81, 45.74, 44.44, and 48.31%) sequences, although the latter were more diverse, they are
located between the percentages of the Saccharum genus. For Betula verrucosa, a content of
80.43% of AT was reported, common for plant introns (Hoffmann-Sommergruber et al., 1997).
In the identified sequences of teosintes and AY953127, the lowest percentage of AT of the
aligned sequences is observed, followed by the Saccharum and Sorghum genera, it could be
due to a characteristic of each genus and probably from the Poaceae family.

Zea mays ssp. parviglumis intron has 93 bp same as the reference sequence. On the other hand,
the sequence of Zea diploperennis has 99 bp, 6 bp more than AY953127. While conical type
maize has 89 bp, 4 bp less than AY953127. This difference in the size of the pr-10 intron has
been reported in Malus domestica where the pr-10 sequences form subfamilies, based on the
size, presence, or absence of the intron (Gao et al., 2005). In the case of Betula pendula, out of
32 isolated sequences, 13 genes were confirmed, supported by the presence of a different intron
(Schenk et al., 2006) and in Vitis vinifera, out of 13 pr-10 sequences presented a variable length
of 102 -201 bp and one of 431 bp between its introns (Lebel et al., 2010).

The phylogenetic tree reveals that the partial nucleotide sequences of pr-10 congregated in a
monophyletic group, where it is shown that the sequence of ssp. parviglumis teosinte is more
related to the reference sequence than the maize sequence and the Zea diploperennis teosinte

sequence. More detailed studies are necessary to know all the pr-10 sequences in maize and
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teosintes, and to verify if the sequences obtained correspond to different subfamilies of the
gene; this could explain the separation of the maize sequence with the reference one, as well
as the separation between the two species of teosintes. Greater variability is observed between
the two species of teosintes, something similar has been reported in the genus Betula where it
was confirmed that the variability is generally smaller between subfamilies of pr-10 of the
same species than those of different species (Schenk et al., 2009). The tree also shows that the
Zea sequences share an origin with the Saccharum and Sorghum genera, while the Triticum
sequences have an earlier origin. The sequences of Betula verrucosa, Malus domestica, and
Corylus avellana are grouped as expected (Wen et al., 1997) and show their origin before the
sequences of the Poaceae family.

By multiple alignment of the three partial amino acid sequences, sites with residue changes are
observed in PR-10M and PR-10D. In a more extensive alignment, in addition to the Zea
sequences, Saccharum, Panicum, Sorghum, Triticum, Lolium, and Betula sequences were
included; the P-loop (GXGXXG) is highlighted. This domain is typical of the Bet v 1 subfamily
and is still conserved in distant homologs (Jain and Kumar, 2015), since it is reported in a great
diversity of plants (Soh et al., 2012). The Bet v 1 domain identified in the partial sequences
and sequences of the Poaceae family, differs from the canonical structure of the P-loop thus its
in-vitro RNase activity is not clear (Biesiadka et al, 2002). The first proposed biochemical
activity for PR-10 proteins was ribonuclease, this activity was demonstrated for the first time
in ginseng (Moiseyev et al., 1994). Later, it was shown in other members of the Bet v 1

subfamily, including maize (Chen et al., 2006).
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392

393

394  Fig. 1. Products of the pr-10 gene obtained by PCR. Lane 1 (MP): molecular weight marker;
395 lane 2 (PR-10M), 3 (PR-10P), and 4 (PR-10D): are the 563 bp products of maize, Zea mays
396  ssp. parviglumis, and Zea diploperennis; respectively. Lane 5: negative control; Lane 6: 900
397  bp product of the actin gene used as a positive control.
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Fig. 2. Amino acid prediction of the MW604722, MW604720, and MW604721 sequences. The

sequences were aligned to the AY953127 Zea mays reference sequence. Line: the non-coding

region.
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Fig. 3. Alignment of introns of the genera Zea (AY953127, MW604722, MW604720,

MW604721), Saccharum (KY213889, KP284557), Sorghum (AY751554, AY751551,

AY751553, AY751552), and Betula (Z72430).
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MW604722 Zea mays (conical maize )
99 |AY953127.1 Zea mays

MW604720 Zea mays ssp. parviglumis

MW604721 Zea diploperennis

7 AY751553.1 Sorghum bicolor
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MKS70865 Triticum turgidum
72 L. "
EU908212 Triticum aestivim

0.10

272430 Betula verrucosa

Fig. 4. The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method and

Kimura 2-parameter model [1]. The tree with the highest log likelihood (-1977.33) is shown.

The percentage of trees in which the associated taxa clustered together is shown next to the

branches. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of

substitutions per site. Evolutionary analyses were conducted in MEGAT11.
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AAY29574 MASANSWTLEIASPVAPQRL FRAAVMDWHTLAPKVASHVVASAQPVEGDGGVGSVRQFNFTSVMPFSFMKERLEFLDADKCECKNTLIEG

URX65327 L FRAAVMDWHTLAPKVASHVVASAQPVEGDGGVGSVRQFNFTSYVMPFSFMKERLEFLDADKCECKNTLIEG
URX65328 ---RAAVMDWHTLAPKVASHVVASAQPVEGDGGVGSVRQFNFTSVMPFSFMKERLAFLDADKCECKNTLIEG
URX65329 L FRAAVMDWHTLAPKVASHVVASAQPVEGDGGVGSVRQFNFTSVMPFSFMKESLEFLDADKCECKNTLIEG

ARE72291 MASANSW1LEIASPVAAPRLFRAAVMDWHTLAPKVASHVVASAHPVE(DQQVQSVRQFNFTSVMPFSFMKERLEFLDADKCECKNTLIEG
AAW83209 MASASSWTLEIPSPVAAPRL FRAAVMDWHTLAPKVASHVVASAHPVEGDGGVGSVRQFNFTSFMPFSFMKERLDFLDVDKCECKNTLVEG
AAW83210 MASANSWTLEIPSPVAAPRL FRAAVMDWHTLAPKVNSHVVASAHPVEGDGGVYGSYRQFNFTSFMPFSFMKERLDFLDVDKCECKNTLVEG
AAW83207 MASANSWTLEIPSPVAAPRL FRAAVIDWHTLAPKVASHVVTSAHPVEGDGGVGSVRQFNFTSFMPFSFMKERLDFLDVDKCECKNTLVEG
AAW83208 MAS -NSWTLEIPSPVAAPRL FRAAVMDWHNLAPKVASHVVTSAHPVEGDGGVGSVRQFNFTSFMPFSFMKEKLESLDMDKCECKSTLVEG
ACG68733 MASTDSWTHEIESPVAAARL FRAGVMDWHTLAPKLAPHIVASAHPVEGEGGIGSVRQFNFTSAMPFSLMKERLEFIDADKCECKSTLIEG
QEQ43328 MAFTDSWTHEIESPVAASRL FRAGVMDWHTLAPKLAPHIVASAHPVEGEGGIGSVRQFNFTSAMPFSLMKERLEFIDADKCECKSTLIEG
RLN41266 MASANSWSLEIASPVAAPRL FRSAVMDWHTLAPKVASHVVASAHPVEGEGGVGSVRQFNFTSAMPFGFMKEKLEFLDADKCECKSTLIEG
AE011775 MASTNSWTLELESKVAAPRK FRACVMDWHNLAPKLAPHI FDSAHHAEGDGGIGSYRHYNCNSAMPFNVMKKKVEFLDVDKCECKYTIECD
CAA96549 -MGVFNYETETTSVIPPARLFKRFVLDSDNLIPKVAPKAIKSIEITEGNGGPGTIKKICFDEGSPFNYIKQKVEEIDQANFSYRYSVIEG
CAA96537 -MGVFNYETEFTSVIPAPRLFKAFILDGDNLIPKIAPQAIKSTEITEGDGGVGTIKKVTFGEGSQYGYVKQRVNGIDKDNFTYSYSMIEG
CAA96539 —M&VFNYETEATSVIPAARLFKAFILDhDNLFPKVAPQAISSVENIEGNGGPGTIKKISFPEbIPFKYVKDRVDEVDHANFKYSYSVIEQ
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AAY29574  GGIGVATETATSHIKVEPAAGGGSVVKVESTYKLLPGVEVKDETAKA-KESVTATFKGAEAYLVANPDAYN
URX65327  GGIGVAIETATSHIKVEPAAGGGSVVKVESTYKLLPGVEVKDEIAKA-KESVTAIFKGAEAYLVANP---~
URX65328 GGIGVAIETATSHIKVEPAAGGGRWMKVESTYKLLPGVEVKDETAKA-KESVTAIFKGADA-~----
URX65329  (GIGVATETATSHIKVEPAAGGGSVVKVESTYKLLPGVEVKDEIAKA-KESVTATFNGAEAYLVAN
ARE72291  GGIGVATETATSHIKVEPAADGGSVVKVESTFKLLPGVEVKDEIAKA-KESVTATFKGAEAYLVANPDAYN
AAWB3209 GGIGVAIETAASHIKVEPAAGGGSVVKVESTYKLLPGVDEKDEEVKA-KEAVTATFKGAEAYLVANPDAYN
AAW83210  CNIGVAIETAASHIKVEPAAGGGSVVKVESTYKLLPGVDAKDEEAKA-KEALTAIFKAAEAYLVANPDAYN
AAW83207 GGLGVATIETAASHIKVEPAANGGSVVKVESTYKLLPGMDEKDEEAKA-KEALTATFKGAEAYLVANPDAYN
AAWB3208  (GIGVAVETAASHIKVEPAAGGGSVVKVESTYKLLPGVDVKGEEVKA-KEAVTATFKGAEAYLVANPDAYN
ACG68733  GGIGTAIETTTSHIKVEPAANGGSVVKVESTYKLLPGVEVNDEITKA-KESVTAIFKAAEAYLVANPDAYN
QEQ43328  GGIGTATEMATSHIKVEAAANGGSVVKVESTYKLLPGVEVNDEI TKA-KESVTATFKAAEAYLVANPDAYN
RLN41266  GGIGVAIETATSHIKVEPAADGGSVVKVDSTYKLLPGVEVKDEIAKA-KESVTAIFKAAEAYLVANPDAYN
AEOL1775 (-~ TETATFNVKVKPTANGGSVAKVECTYK -~ -GVEGKDKMLKA-KDSVTEMFNTAEAYLIANPDAYN
CAA96549 DAL SDKLEKINYEIKIVASPHGGSILKSISKYHTIGDHELKDEQIKAGKEKASGLFKAVEGYLLAHSDAYN
CAA96537  DTLSDKLEKITYETKLIASPDGGSTIKTTSHYRAKGDVETKEEHVKAGKEKASGLFKLLEAYLLAHSDAYN
gﬁ?ﬂf%?9 GPVGDTLEKISNETKIVATPDGGSTLKISNKYHTKGDHEVKAEQTKASKEMGE TLLRAVERYLLAHSDAYN
Ve *% * * % * * % % E

Fig. 5. Multiple amino acid alignment of ssp. parviglumis (URX65327), Zea diploperennis
(URX65328), conical type maize (URX65329) and the reference maize (AAY29574) with
pathogenesis-related proteins 10 of Saccharum (ARE72291), Sorghum (AAWS83207,
AAWS3208, AAWS83209, AAWS83210), Triticum (ACG68733, QEQ43328), Panicum
(RLN41266) and Lolium (AEO11775) of the Poaceae family, and a sequence of the genus
Betula (CAA96539), Malus (CAA96537) and Corylus (CAA96549). Black asterisks: ligand-

binding Bet v 1 sites. Red asterisks: phosphate-binding site.
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Fig. 1. Products of the pr-10 gene obtained by PCR. Lane 1 (MP): molecular weight marker; lane 2 (PR-
10M), 3 (PR-10P), and 4 (PR-10D): are the 563 bp products of maize, Zea mays ssp. parviglumis, and Zea
diploperennis; respectively. Lane 5: negative control; Lane 6: 900 bp product of the actin gene used as a

positive control.
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AY953127 GCGTGGAGGTGAAGGACGAGATCGCCAAGGCCAAGGAGTCCGTCACCGCCATCTTCAAGGGTGCCGAGGCCTACCTCGTCGCCAACCCCG
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MW604720 GCGTGGAGGTGAAGGACGAGATCGCCAAGGCCAAGGAGTCCGTCACCGCCATCT TCAAGGGTGCCGAGGCCTACCTCGTCGCCAACCC
MW604721 GCGTGGAGGTGAAGGACGAGATCGCCAAGGCCAAGGAGTCCGTCACCGCCATCT TCAAGGGTGCCGATGCCT
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MW604722 GCGTGGAGGTGAAGGACGAGATCGCCAAGGCCAAGGAGTCCGTCACCGCCATCTTCAATGGTGCCGAGGCCTACCTCGTCGCCAACC
= = = N = = N = EA,
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AY953127 ACGCCTACAACTMACCAﬁGGAU GGGATGAGCTTCATTTCCC]T CCGTCTI'GT"ITGGATATACAAGGGTATTGTGTACGGAGATTGG
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Fig. 2. Amino acid prediction of the MW604722, MW604720, and MW604721 sequences. The sequences
were aligned to the AY953127 Zea mays reference sequence. Line: the non-coding region.
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Fig. 3. Alignment of introns of the genera Zea (AY953127, MW604722, MW604720, MW604721), Saccharum
(KY213889, KP284557), Sorghum (AY751554, AY751551, AY751553, AY751552), and Betula (272430).
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Fig. 4. Phylogenetic analysis using the Maximum Likelihood method and the Kimura 2-parameter model,
based on the coding regions of Zea, Saccharum, Sorghum, Triticum and Betula. The tree is drawn to scale
and branch lengths were measured based on the number of substitutions per site. Evolutionary analyzes
were performed on MEGA11.
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Fig. 5. Multiple amino acid alignment of ssp. parviglumis (URX65327), Zea diploperennis (URX65328),
conical type maize (URX65329) and the reference maize (AAY29574) with pathogenesis-related proteins 10
of Saccharum (ARE72291), Sorghum (AAW83207, AAW83208, AAW83209, AAW83210), Triticum
(ACG68733, QEQ43328), Panicum (RLN41266) and Lolium (AEQO11775) of the Poaceae family, and a
sequence of the genus Betula (CAA96539), Malus (CAA96537) and Corylus (CAA96549). Black asterisks:
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