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1. INTRODUCCION

Los hongos son un grupo de organismos constituidos por una o varias células, con
caracteristicas distintivas, como la ausencia de fotosintesis, heterétrofos estrictos,
con presencia de quitina en la pared celular y ergosterol en la membrana
plasmatica. Estos organismos los podemos dividir en aquellos invisibles a la vista
humana o micromicetos y los visibles, llamados macromicetos, hongos superiores
0 setas. En estos ultimos, la estructura observada recibe el nombre de carpoforo y
forman parte de un sistema celular complejo, dicha estructura esta formada por
una gran cantidad de filamentos capaces de formar esporas, las cuales, estan
involucradas en la reproduccién sexual o asexual de estos organismos. Debido a
sus habitos de alimentacién, los macromicetos pueden vivir en asociacion con
organismos animales o0 vegetales, por medio de una relacibn simbidtica
denominada micorriza, base fundamental para la existencia de los bosques. Otros
hongos, se nutren de células vegetales o animales muertas, como saprobios,
permitiendo el reciclado de nutrimentos y la continuacion de los ciclos vitales en
los distintos ecosistemas, mientras que el Ultimo grupo obtiene su energia
parasitando a otros organismos (UACJ, 2012; Ruiz, 2008; Boa, 2005; De Diego,
2011). Dentro de los macromicetos, existen organismos que han sido utilizados
como fuente de alimento por distintas culturas durante miles de afos, clasificados
como hongos comestibles silvestres (Ruiz, 2008; De Diego, 2011).

Los hongos constituyen un variado grupo ampliamente distribuidos en la
naturaleza, cuyo niamero se conocen unas 100,000 especies, pero se estima que
hay mas de 1,500,000. Cada afio se describen al menos 1,000 especies nuevas
(Galindo et al. 2013). Las zonas forestales de clima templado-frio en México,
presentan caracteristicas climaticas y buenas condiciones de suelo para la
produccion de hongos comestibles silvestres. Sin embargo, los trabajos cientificos
relacionados con este tema son escasos (Artega & Moreno, 2007). Los hongos
silvestres comestibles son recolectados para la alimentacion y para beneficio

econdémico en mas de 80 paises de todo el mundo (Boa, 2005).



La tradicion del consumo de setas u hongos en la regién central de México es
llevada a cabo por el 54.3% de la poblacion, lo que posiciona al pais como uno de
los mayores consumidores de hongos en el mundo, con un consumo per capita de
977 g por afo. Hoy sabemos que los hongos son una fuente excelente de
nutrimentos y algunos de ellos presentan diversas actividades farmacologicas
entre las que encontramos actividad antioxidante, anticancerigena y estimulante
del sistema inmunolégico. Para poder atender la demanda de hongos comestibles
silvestres a nivel nacional e internacional el pais produce 62,500 toneladas
anuales de 250 especies distintas (Mayett & Martinez-Carrera, 2010).

Debido a la importancia que presentan los hongos comestibles silvestres en la
poblacibn mexicana, en el presente trabajo se llevd a cabo la caracterizacién
quimica y farmacoldgica de los hongos comestibles silvestres: Yema (Amanita
caesaria) Venado (Amanita vaginata var. punctata), Juan Diego (Amanita
rubescens), Oreja (Clitocybe gibba), Xocoyotl (Laccaria laccata) y Escobeta
(Ramaria apiculata), para comprobar si tienen alguna de las actividades antes
mencionadas, encontrando resultados positivos en las pruebas quimicas y

farmacoldgicas.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Condiciones geogréficas del municipio de Amecameca

2.1.1. Clima

Amecameca tiene una altitud en su cabecera municipal de 2,424 msnm. La
elevacion se da hacia el Oriente, conforme se acerca a la Sierra Nevada hasta
alcanzar altitudes de 5,452 msnm en el volcan Popocatépetl y 5,264 msnm en el
volcan lztaccihuatl (Secretaria de Desarrollo Urbano y Vivienda, 2003). Existen
dos tipos de clima en Amecameca, para altitudes inferiores a los 3,800 msnm,
tiene un tipo de clima mas humedo que los templados sub humedos (C (w2) (w)),
con lluvias en verano. Para altitudes superiores a 3,800 msnm, el clima es tipo
muy frio (EFHw), con una media anual de -2 °C. La temperatura media anual del
municipio fluctda entre los 12y 18 °C.

La precipitacion pluvial promedio de la zona es de 1,200 mm anuales; la
temporada de lluvias empieza a finales de mayo y termina en el mes de octubre,
las granizadas son habituales. Los vientos del norte son dominantes en primavera;
los del sur, en otofio; las heladas son frecuentes de octubre a marzo (Schlaepfer &
Garcia, 2012).

2.1.2. Fisiografia

Su pendiente es suave en la parte oriental y plana hacia la zona occidental;
conforme se descienda hacia el sur se observan barrancas y cafiadas profundas.
La Sierra Nevada recorre todo el territorio municipal de norte a sur y sus vertientes

ocupan la parte de la zona oriente (SEDESOL, 2011).

2.1.3. Geomorfologia

El municipio de Amecameca esta situado en las faldas de la Sierra Nevada, dentro
de la provincia del eje volcanico y en la cuenca del rio Moctezuma-Panuco (figura
1). Los limites del municipio son: al norte, el municipio de Tlalmanalco; al este el
Estado de Puebla; al sur, los municipios de Atautla y Ozumba; y al oeste, los

municipios de Ayapango y Juchitepec (L6pez, 1987).



El territorio de Amecameca cuenta con un area aproximada de 18,172 ha (figuras
2 y 3). De las cuales el 55% lo constituyen tierras accidentadas con pendientes
mayores al 25%, una zona media que representa el 19% con pendientes que
fluctdan entre el 5-25%, la zona plana con pendientes menores al 5%, que
constituye el 26% del municipio (Secretaria de Desarrollo Urbano y Vivienda,
2003).

El Iztaccihuatl (conocido con el nombre de Mujer Blanca) se remonta al periodo
del Mioceno. El Popocatépetl (conocido como el Cerro que Humea) esta
compuesto en su base por un volcan antiguo tal vez formado en el periodo del
Mioceno. A pesar de su origen comun presentan caracteristicas distintas, ya que
mientras el lztaccihuatl emergié de una fractura de gran tamafio por donde
emanaron materiales en puntos distintos, el Popocatépetl emergié de una sola
boca; esto dio origen a una serie de volcanes alineados que lo conforman:

Telapon, Papayo, Tecamac y Tlaloc (Schlaepfer & Garcia, 2012).

2.1.4. Hidrologia

El municipio forma parte de la Region Hidroldgica del Valle de México, originada
fundamentalmente por aguas de deshielo de los volcanes. La micro-cuenca de
Amecameca de Juarez presenta corrientes subterraneas alimentadas por filtracion
de agua de lluvia, la que no se filtra es captada para los sistemas de agua de
algunas poblaciones incluida Amecameca, también se forman algunos rios y
arroyos como son: Palo Rechino, Amalacaxco, Alcallican- Los Reyes, Chopanac,
Estotzongo, La Coronilla-Amipulco, casi todos llegan al Rio Amecameca para
luego unirse a la Subcuenca de Chalco (Secretaria de Desarrollo Urbano y
Vivienda, 2003).



Figura 1. Poblado de Amecameca, Estado de México. Fotografia tomada desde el cerro del Sacromonte (Imagen propia).



Querétaro

Figura 2. Ubicacién geogréafica del municipio de Amecameca dentro de la Republica Mexicana. En color amarillo
representa al Estado de México y el color azul equivale al territorio del municipio de Amecameca (Sanchez et al. 2014).
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Figura 3. Ubicacion geografica de Amecameca dentro del Estado de México (SEGOB, 2014).



2.2. Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos eucariotas heterétrofos que degradan la materia
organica, participan en la mayoria de los ciclos biolégicos y son clasificados dentro
del Reino Fungi. Las células fungicas presentan semejanzas estructurales con la
célula vegetal y animal. Se diferencia de la primera por la composicion de la pared
celular y por carecer de cloroplastos, mientras que la diferencia principal con la
célula humana y animal es la presencia de pared celular y de ergosterol en lugar
de colesterol en la membrana citoplasmatica (Quindds, 2015).

Los hongos son organismos sencillos en su estructura y biologia (figura 4); viven
de la absorcion de sustancias nutritivas del medio en el que se desarrollan, del
gue absorben pocas cantidades. Para ello, necesitan altos niveles de humedad y
una temperatura adecuada. Los hongos se encuentran en el agua, en el suelo, en
materiales orgénicos diversos, como restos vegetales o de animales e incluso
como parasitos de otros seres o0 de ellos mismos; crecen desde el nivel del mar
hasta las altas montafias e incluso en las zonas aridas (“desiertos”), se han
adaptado a la escasa humedad disponible.

Los hongos se pueden dividir en microscépicos, como los mencionados mohos y
en macroscopicos, como el “tecomate”, las “setas” o las “pancitas” que se
caracterizan por tener fructificaciones grandes, pero que emergen de masas
algodonosas blancas, formadas por miles de filamentos microscopicos
(estructuras celulares del hongo) que viven en el suelo u otro sustrato (por
ejemplo, troncos o ramas) (Landa, 2007).

Los hongos incluyen organismos con nucleo que se reproducen por esporas,
carecen de clorofila (es decir que no son fotosintéticos), se reproducen sexual o
asexualmente, cuyas estructuras somaticas son filamentosas, ramificadas y estan
rodeadas por una pared celular hecha de celulosa, quitina o ambas. La
caracteristica morfolégica general de los hongos, con excepciones de aquellos
grupos atipicos, a los cuales se conoce como “hongos curiosos” es que crecen en
forma de una marafa de tubos delgados, los cuales miden generalmente de una
centésima a una décima de mm (10-100), que parten de la espora o el fragmento

que les dio origen y se dispersan en todas direcciones. Esta red tubular constituye



al llamado “talo” o “micelio”. Cada uno de los tubos que forman el micelio se
denomina “hifa”.

Las hifas estan rodeadas por una capa rigida que les confiere resistencia ante la
diferencia de las presiones interna y externa, llamada pared celular. El citoplasma
de las hifas tiene una alta presion osmaética debido a la acumulacion de diferentes
sustancias (nutrientes y metabolitos). La pared celular de los hongos tiene una
composicién compleja, formada principalmente por polisacéaridos, proteinas y una
pequefia cantidad de lipidos, su rigidez la debe a un polisacarido caracteristico
llamado quitina, que es una molécula de alto peso molecular formada por la union
de muchas unidades del monosacarido N-acetilglucosamina (Ruiz, 2008).

Con una detallada observacidon microscopica de una hifa (con un buen
microscopio de luz para las observaciones de baja resolucién o preferentemente
con un microscopio electronico para definir una alta resolucién), veriamos que su
estructura es semejante a la de otras células eucariotas. Es asi que
observariamos dentro de las hifas una serie de organelos. Lo mas aparentes
serian los ndcleos, donde reside el material responsable de la herencia, el ADN.
Estos se hallan rodeados por una membrana doble, que tienen poros complicados,
y un notable nucléolo en su interior. Llamarian nuestra atencién también las
mitocondrias, encargadas de la funcidn respiratoria celular y una serie de
membranas que corren a lo largo de toda la hifa. Este sistema membranal es
llamado reticulo endoplasmico, cuyas funciones son dividir a la célula y
compartimientos, madurar cierto tipo de proteina y controlar su transito a distintas
células de la zona. Notables son también las vacuolas, que aparecen como sacos,
aparentemente vacios, pero en realidad llenos de materia de desecho que es
digerido y eliminado, o aprovechado para la formacion de nuevo material celular.
Por medio de fijacion y tinciones adecuadas podriamos observar los llamados
microtubulos y microfilamentos que constituyen el llamado “citoesqueleto”, el cual,
a manera de un microscopico andamio, tiene como funciéon organizar a la hifa,
movilizar los organelos y dirigir el crecimiento.

Se distinguen dos tipos de micelio en los hongos. El micelio vegetativo, formado

por hifas cuya funcion es fundamentalmente tréfica, es decir, que estan



encargadas de obtener el alimento del medio. El micelio reproductor, cuyas hifas
se especializan en la reproduccién sexual y asexual (Ruiz, 2008).

sombrero 20
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Figura 4. Estructura de un hongo (Diaz, 2006).

2.2.1. Uso de los hongos

La utilizacion de los hongos por el hombre para la alimentacion, la elaboracion de
bebidas e incluso como medicamentos tiene una historia larga. La produccion de
pan mediante la fermentacién de la masa por la levadura era ya un proceso
conocido entre los egipcios. Igual ocurre con las bebidas alcohdlicas, la cerveza ya
era consumida por los egipcios. En las leyendas de la Biblia se habla de que Noé
se embriagd con vino después del diluvio universal, por otra parte, se dice que
antes del éxodo de Egipto el angel que les dio a los judios las instrucciones para la
fuga les advirti6 que en la cena pascual debian comer sélo pan &azimo
(textualmente sin fermentar).

En cuanto al uso de los hongos como alimento, se sabe que los romanos
consumian y apreciaban un buen numero de hongos, desde el llamado

actualmente champifién (Agaricus campestris) hasta especies de un sabor mas
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refinado, como Amanita caesarea, Boletus edulis y las incomparables trufas (Ruiz,
2008).

Los hongos no solo eran utilizados como alimento, tenian otros usos, entre los
cuales eran empleados para tratar la psicosis, pero también eran utilizados en
rituales espirituales, ya que les servian como un medio para “comunicarse con los
dioses” (Ruiz, 2008).

Las primeras referencias documentales elaboradas por los frailes y conquistadores
hispanos del siglo XVI son de gran valor. Algunas especies de hongos eran
utilizadas en distintos contextos culturales como “indicadores de trance”, no solo
entre curanderos y chamanes, sino entre individuos cuya patologia se atribuia a
alguna enfermedad del “alma”.

Los hongos eran considerados como un medio para establecer comunicacién con
las deidades (seres divinos o con esencia divina) y con fuerzas sobrenaturales, su
ingestion —por parte de sacerdotes y chamanes- formaba parte de un ceremonial,
gue normalmente seguia un proceso largo y complejo e incluso un prolongado
entrenamiento (Landa, 2007).

El hongo Ustilago maydis produce el “carbén comun” o “huitlacoche” en el maiz.
Puesto que el maiz es originario de México y el hongo un patégeno especifico del
maiz, no extrafia saber que el huitlacoche era consumido en la época
prehispanica, como lo citan los relatores que colaboraron con Fray Bernardino de
Sahagun. Las mazorcas contaminadas poseen un nivel proteico mas alto y de
mejor calidad que el que tiene normalmente el maiz sano. Ademas, su sabor
exquisito le ha hecho ganar adeptos para su consumo a nivel nacional e
internacional (Ruiz, 2008).

No solo el cuerpo fructifero de los hongos sirve como alimento. También existen
formas de aprovechamiento de levaduras y micelio de los hongos para mejorar las
dietas bajas en proteina.

En la actualidad hay un solo producto de proteina unicelular que se emplea como
sustituto de la carne para consumo humano. Este producto, llamado Quorn, es

obtenido por una compafia inglesa a partir del cultivo del hongo Fusarium
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venenatum en medios con almidones y se procesa para darle diferente textura, de
tal manera que se pueda cocinar en diferentes tipos de platillos (Ruiz, 2008).

En muchas partes del mundo, incluido nuestro pais, se elabora una serie de
alimentos tradicionales por medio de fermentacién con levaduras y hongos. En el
sureste de México es tradicional el pozol, una bebida fermentada, elaborada de la
masa de maiz nixtamalizado. El producto obtenido es mas rico en proteinas y
vitaminas que la masa de maiz (Ruiz, 2008).

Los hongos se han utilizado para la produccién de sustancias de importancia en la
industria farmacéutica desde el descubrimiento de la penicilina. Su introduccion en
el mercado llevd a una nueva era en el desarrollo de la sociedad, la era
posantibidticos: desaparecido un gran numero de enfermedades infecciosas, se
salvaron millones de vidas humanas, se aumentd la esperanza de vida de los
humanos en un solo paso gigantesco, se abrié el camino a la busqueda del gran
arsenal de antibidticos con que se cuenta en la actualidad, muchos producidos por
hongos (Ruiz, 2008).

Ademas de la producciéon de antibidticos, los hongos se han empleado en la
sintesis de diversos productos esteroidales. Una gran cantidad de vitaminas
también son sintetizadas a nivel industrial por diversos hongos. Podemos citar a la
riboflavina, producida por Ashbya gossypii principalmente y los carotenos
precursores de la vitamina A, que son producidos por diversos hongos como
cepas mejoradas de Blakesleea, Choanephora, Phycomyces, etc. Otros productos
importantes producidos por los hongos son &cidos organicos, enzimas, etc., los
cuales se utilizan en diferentes procesos de las industrias alimenticia y quimica.
Recientemente se han desarrollado métodos para purificar diversos polisacaridos
de los hongos, como los glucanos, la quitina y quitosano. El quitosano, se emplea
en la elaboracion de diversos productos para empacar y proteger alimentos, para
la elaboracion de hilos de sutura, para acelerar la cicatrizacion de heridas, etc. En
muchas de las aplicaciones, el quitosano ha sustituido a los plasticos, con la
ventaja de que es biodegradable. También existen especies de hongos que

degradan hidrocarburos, como es el caso de la levadura Yarrowia lipolytica, por lo
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gue se han empleado en la biorremediacion de aguas y suelos contaminados por
petréleo (Ruiz, 2008).

2.2.2. Descripcion de los hongos silvestres comestibles

Los hongos tienen diversas formas, tamafios y colores. Macromicetos es una
categoria general usada para las especies que tienen una estructura que se puede
observar a simple vista y que produce esporas, tales como las setas o las trufas.
Las estructuras visibles son los “carpoforos” o “cuerpos fructiferos” (es decir,
“portadores del fruto”) (Boa, 2005).

Los hongos dependen de materiales vivos y muertos para su crecimiento, obtienen

su nutrimento en tres formas basicas:

2.2.2.1. Saprofitos

Son hongos que viven a expensas de materia organica muerta o de materiales
inorganicos. Los hongos colonizan la madera en putrefaccion y llevan las
sustancias organicas presentes hacia el suelo. Dentro de este grupo de hongos,
encontramos especies no se pueden apreciar a simple vista (micromicetos) y
macromicetos comestibles que crecen en los troncos caidos o crecen en las
partes muertas de arboles que estan muriendo, pero aun se encuentran de pie. Un
ejemplo de estos hongos es la seta “bola de nieve” (Agaricus arvensis) la cual es
una especie silvestre comestible (Boa, 2005).

Los hongos saprofitos comestibles son recolectados en forma silvestre, pero son

mas conocidos y mas ampliamente valorizados en sus formas cultivadas.

2.2.2.2. Simbidticos

Son hongos asociados con otro organismo. La forma mas comun de simbiosis
asociada con los hongos silvestres comestibles es conocida como micorriza.
Muchas plantas dependen de esta asociacion hongos-raices para crecer sanas,
conocida como ectomicorriza (EMC). Las EMC estan formadas tipicamente por

macromicetos e incluyen muchas de las principales especies comestibles que son

13



recolectadas en su ambiente natural, tales como las especies de Cantharellus y

Amanitas, esta ultima presente en el municipio de Amecameca (Boa, 2005).

2.2.2.3. Patogenos

Se alojan sobre algun ser vivo que los hospede, viviendo a expensas de éste sin
ofrecerle ningun beneficio a cambio. Los hongos parasitos pueden producir dafios
de diversa consideracion, desde pasar inadvertidos por completos por el huésped
hasta causarle enfermedades graves o incluso la muerte (Diaz, 2006). Pueden
parasitar plantas, animales (incluido el hombre) o incluso otros hongos. En varios
paises se consumen materias vegetales infectadas por hongos patégenos. En
México, por ejemplo, se consumen en grandes cantidades la mazorca de maiz
infectadas con el hongo Ustilago maydis (huitlacoche), tanto frescas como en
conserva. El U. maydis es un micromiceto: no forma un carpéforo visible y el Gnico
rastro de su presencia es una masa de esporas oscuras. Las mazorcas parecen

volverse mas dulces como resultado del ataque de estos hongos (Boa, 2005).

2.2.2.4. Hongo silvestre comestible Yema (Amanita caesaria)

Macroscopia: sombrero de 6 a 20 cm, convexo, carnoso, al principio casi esférico,
luego ovoide, al final abierto. Presenta un color llamativo naranja vivo, raras veces
con fragmentos membranosos del velo blanco. Cuticula: viscosa, separable,
brillante y generalmente lisa. Laminas: amarillas, juntas, anchas, con laminillas y
borde generalmente flocoso. Pie: 6 a 12 x 2 a 3 cm, ligeramente claviforme,
amarillo, carnoso, engrosado en la base, finalmente lanosos, relleno de una
sustancia algodonosa. Anillo: amarillo dorado amplio, fragil, membranoso vy
estriado. Volva: amplia envolvente, alta, tenaz y de color blanco. Carne: blanca,
amarilla cerca de la cuticula, tierna (figura 5) (Sanchez & Rublo, 2008).
Microscopia: esporas ovoides, halinas, lisas, no amiloides. En masa son de color
blanco puro. Cuticula: formada por hifas paralelas, gelicadas, no fibuladas
(Sanchez & Rublo, 2008).
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Habitat: fructifica especialmente en los parajes de encinares, jarales, castafiares y
melojares. Siempre prefiere terrenos siliceos, fructifica desde finales de primavera
hasta principios de otofio (Sanchez & Rublo, 2008).

Comestiblidad: sabor agradable, estos hongos tienen un alto valor econémico
entre las setas comestibles, es el hongo silvestre de mayor consumo en México
(Paez & Naranjo, 2013). Son micorricicos, lo que le confiere una importancia
ecologica ya que establecen una relacion simbiotica con la mayoria de plantas
(Paez & Naranjo, 2013).

Figura 5. Hongo silvestre comestible Yema (Amanita caesaria) (imagen propia).

2.2.25. Hongo silvestre comestible Venado (Amanita vaginata var.
punctata)

Macroscopia: Sombrero de 5 a 8 cm de diametro, primero ovoidal para aplanarse
con la edad, presentando un mamel6n central y margen estriado. Brillante en
tiempo seco y de color gris plomizo, normalmente con placas escamosas blancas
procedentes de la volva o velo universal. Laminas blancas, libres, bastante anchas
y apretadas. Pie fragil, hueco, recubierto por una volva blanquecina persistente
(figura 6) (Baldomero et al. 2001).
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Microscopia: Basidios claviformes a mazudos, tetrasporicos, sin fibula basal.
Basidiosporas globosas, débilmente amiloides, lisas, hialinas, apiculadas. Células
terminales del himenio subglobosas a piriformes. Cistidios no observados.
Pileocutis formada por hifas gelificadas sin fibulas. Hifas de la volva con
esferocistos (Merino, 2009).

Habitat: bosques templados.

Comestibilidad: dulce, sabor agradable, una coccion prolongada volatiliza las

toxinas y lo vuelve comestible, crudo resulta toxico (Baldomero et al. 2001).

Figura 6. Hongo silvestre comestible Venado (Amanita vaginata var. punctata)

(imagen propia).

2.2.2.6. Hongo silvestre comestible Juan Diego (Amanita rubescens)
Macroscopia: sombrero de 5 a 15 cm, hemisférico a plano convexo. Margen liso.
Cuticula: brillante, separable, tonalidades vinosas o rojizas, con pequeias
verrugas blanco grisaceas, restos de velo general. Laminas: libres, blancas,
después con manchas rojizas. Pie: 6 a 15 x 1 a 3 cm, cilindrico, blanco vinoso, con
finas escamas blanco rojizas. Anillo: alto, colgante, estriado, blanquecino rosado.
Volva: harinosa, desaparece al quedar adherida al sombrero. Carne: blanca, roja
en las rozaduras (Figura 7) (Sanchez & Rublo, 2008).
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Microscopia: esporas ovoides de 8 a 10 x 6 a 7 um, hialinas, lisas, amiloides.
Esporada blanca (Sdnchez & Rublo, 2008).

El habitat: se desarrolla en suelos bajo coniferas y también bajo arboles en
bosques templados (George, 2007).

Comestibilidad: olor no destacable, sabor un poco amargo, comestible previa

coccidén. Téxico en crudo o poco cocido (Sanchez & Rublo, 2008).

Figura 7. Hongo silvestre comestible Juan Diego (Amanita rubescens) (Imagen

propia).

2.2.2.7. Hongo silvestre comestible Oreja (Clitocybe gibba)

Macroscopia: cuerpos fructiferos gregarios y cespitosos, sombrero poco carnoso
de color beige de oscuro a claro, superficie seca y lisa, moderada marcadamente
deprimido del centro de 5.3 cm. Laminas: Color crema, unidas de forma arqueada
al pie. Pie central, cilindrico color gris o color del sombrero 2.8 cm de largo y 1.2
cm de ancho.

Habitat: sobre hojas caidas de todo tipo de bosques (roble, encina, alcornoque) y

también coniferas (Figura 8).
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Comestibilidad: solo de joven, quitando el pie; adulto, ya con el sombrero abierto,
conserva el olor y sabor, pero la carne ya es dura. Olor agradable, sabor suave
(Diaz et al. 2016).

Figura 8. Hongo silvestre comestible Oreja (Clitocybe gibba) (imagen propia).

2.2.2.8. Hongo silvestre comestible Xocoyotl (Laccaria laccata)
Macroscopia: carpoforo de talla pequefia, poco carnoso. Esporas blancas.
Sombrero algo deprimido en el centro. Cuticula pardo-naranja o pardo-rojizo, lisa,
higrofana, pero en tiempo seco algo escamosa. Laminas espaciadas, con
lamélulas de color lila o rosado. Pie curvado y fibroso. Carne escasa de color rosa
palido (Figura 9).

Microscopia: esporas incoloras al microscopio y blanca en masa, son esféricas
provistas de un pequefio saliente o apiculo por donde se sujetaban al basidio y
con una pared completamente recubierta de aguijones (Merino, 2009).

Habitat: es comun encontrar pequefios grupos de estas fructificaciones en
bosques de coniferas, espacios hiumedos abiertos (George, 2007).

Comestibilidad: sabor levemente dulce, se recomienda desechar el pie y utilizar
sélo el sombrero (George, 2007).
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Figura 9. Hongo silvestre comestible Xocoyotl (Laccaria laccata) (imagen propia).

2.2.2.9. Hongo silvestre comestible Escobeta (Ramaria apiculata)
Macroscopia: hongo que desarrolla fructificaciones terricolas, raramente lignicolas,
siempre ramificadas. La carne es fragil o tenaz. La belleza de su basidioma y el
colorido que presenta, los convierten en unos hongos llamativos y faciles de
reconocer (Figura 10) (Dominguez, 2016).

Microscopia: el sistema hifal es monomitico en el carpéforo, pero en algunas
especies aparece una zona dimitica en los rizomorfos. Las hifas generativas
presentan fibulas en algunas especies. Los basidios son bi o tetraspéricos y las
esporas amarillentas, ocrdceas o parduscas, elisoidales, casi islas, estriadas,
verrucosas o también aculeadas, ciandfilas.

Habitat: bosques de coniferas.

Comestibilidad: algunas especies se consideran comestibles, pero hay que tener
en cuenta que todas las especies del género son mas o0 menos purgantes, por lo

que su consumo no esta recomendado (Dominguez, 2016).
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Figura 10. Hongo silvestre comestible Escobeta (Ramaria apiculata) (imagen

propia).

2.3. Metabolitos de los hongos

Por medio de la actividad del metabolismo secundario, los hongos —las bacterias y
las plantas- llevan a cabo la sintesis de un gran nimero de compuestos, con una
estructura quimica complicada, que son normalmente excretados al medio
ambiente. Una caracteristica en comun de estas sustancias es que son moléculas
carbonadas con gran cantidad de atomos de oxigeno y escaso de nitrégeno. Los
metabolitos secundarios pueden ser intermediarios de la sintesis de componentes
estructurales de la célula. Tal es el caso de algunos compuestos fendlicos que se
polimerizan para formar una familia de sustancias increiblemente resistentes que

protegen a las esporas de los hongos, las esporopoleninas (Ruiz, 2008).

2.3.1. Terpenos

La palabra terpeno viene del nombre aleman de la esencia de trementina:
“Terpentin”. Existe una serie, numerosa y variada de productos organicos
naturales extendidos en plantas y animales. Son tipicos constituyentes de los

20



aceites esenciales de las plantas (esencias de naranja, menta, lavanda, laurel,
rosa, geranio, etc.), pero también se encuentran en especies animales donde a
veces, desempefian un papel fisiolégico importante (vitamina A, hormona juvenil
de los insectos, etc.) (Yufera, 1995).

Los terpenos se caracterizan por ser hidrocarburos derivados de una unidad
simple de cinco carbonos llamada isopreno (figura 11). Los terpenos se clasifican
de acuerdo con el nidmero de unidades de isopreno que contienen. Asi los
monoterpenos son sustancias de 10 carbonos biosintetizadas a partir de dos
unidades de isopreno; los sesquiterpenos son moléculas de 15 carbonos a partir
de tres unidades de isopreno, etc. En los hongos, especificamente en
basidiomicetes los terpenos que mas abundan son los sesquiterpenos, aunque
también se encuentran en menor medida, monoterpenos, diterpenos y triterpenos,
muchos de los cuales poseen estructuras que hasta ahora, sé6lo han sido
detectadas en esta clase de microorganismos, mientras que otras estan

estrechamente ligadas a un cierto namero de plantas (Pillancari, 2010).

Figura 11. Estructura del sesquiterpeno bisaboleno (Matinez, 2003).

2.3.2. Alcaloides

Debido a la diversidad y a la complejidad de sus estructuras quimicas, la
nomenclatura de los alcaloides no ha sido esquematizada y su clasificacion ha
sido realizada por semejanza con estructuras moleculares simples. Los alcaloides
son clasificados como inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos, derivados del
tropano, etc. (Sharapin, 2000).

A pesar de la gran diversidad de sus estructuras quimicas (figura 12), los

alcaloides constituyen un grupo bastante homogéneo desde el punto de vista
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tecnoldgico. Se caracterizan por la presencia de nitrégeno basico, teniendo la
propiedad de formar sales solubles en el agua con acidos orgénicos, mientras que
sus bases libres son solubles en los solventes organicos. Esta propiedad es la
base de los procesos generales de extraccion de los alcaloides (Sharapin, 2000).
Psilocybe subaeruginosa perteneciente a la familia de los Psilocybes cyanescens
y azurescens, se considera un hongo con una concentracién de alcaloides que va
desde moderada a potente, el cual nos indica que tiene fuertes efectos
fisiologicos. Los hongos psilocibicos (Psilocybe spp.) son hongos que se
componen principalmente de un alcaloide denominado psilocibina, el cual tiene
efectos similares a los del LSD (Dietilamida del acido lisérgico); se sabe que una
vez ingerida la psilocibina esta es degradada rapidamente en el cuerpo,
convirtiéndose en psilocina y esta a su vez es la que hace el efecto alucinante
(Growshop, 2016).

N(CHa),

OPO3H,

Figura 12. Estructura del alcaloide psilocibina (Cafigueral & Vanaclocha, 2003).

2.3.3. Cumarinas

Las cumarinas constituyen una clase de metabolitos secundarios, ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, pudiendo también ser encontrados en hongos y
bacterias. Estructuralmente son lactonas del acido o-hidroxi-cinamico (2H-1-
benzopiran-2-ona), siendo el representante mas simple de la cumarina (Claramunt
et al. 2013).

Las cumarinas son productos naturales, pertenecen al grupo de compuestos

conocidos como benzopironas, consistentes en un anillo bencénico unido a una
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pirona (un anillo heterociclico de seis miembros que contiene un atomo de oxigeno
y cinco carbonos) (Reija, 2007). El hongo Ganoderma lucidum mostré una
variedad de compuestos entre los cuales se encontraron presentes las cumarinas
al igual que en Aspergillus flavus (por ejemplo, la aflotoxina B;) (figura 13) (Arias,
2010).

~—
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Figura 13. Estructura de la aflotoxina B; (Martinez & Anadon, 2012).

2.3.4. Taninos

En la naturaleza pueden encontrarse dos tipos de taninos: condensados (TC) e
hidrolizables (TH), segun su estructura quimica. Los TC son polimeros
flavonoides, que pueden ser oxidativamente degradados en &cido a
antocianidinas. Los TH son polimeros de &cido galico o acido
hexahidroxidifendlico, ésteres de glucosa y otros polifenoles (Otero & Hidalgo,
2004).

Los taninos son sustancias quimicas de sabor astringente que generan varias
especies de plantas, muchas de ellas arboles, con el fin de protegerse de los
herbivoros, de modo que no puedan comer grandes cantidades (Lastra, 2001).
Cumplen diversas e importantes actividades biolégicas en la planta que los
produce: actian como defensa contra enfermedades causadas por hongos,
bacterias y virus, protegen los tejidos contra el ataque de insectos y herbivoros.
Los hongos endofitos del arbol guanacastano (Enterolobium cyclocarpum) tiene un
esqueleto base triciclico de los compuestos denominados guanacastepenos

(Sanchez et al. 2013). En la actualidad, la clasificacion mas aceptada, divide a los
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taninos en cuatro grupos: galotaninos, elagitaninos, taninos condensados y
taninos complejos (figura 14) (Rodriguez et al. 2010).

Taninos
Galotaninos Elagitaninos Taninos complejos Taninos
’ condensados
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Figura 14. Clasificacion de los taninos (Rodriguez et al. 2010).

2.3.5. Saponinas

Las saponinas (del latin sapo: jabdon) son compuestos que al agitarse en agua
producen abundante espuma. Debido a esta propiedad, a las plantas que las
contienen se les usa como jabon, como es el caso de los rizomas de varias
especies de Amarilidaceas, que se usaban como jabén desde épocas
prehispanicas y aun actualmente (Romo, 2006). A estos rizomas se les conoce
como amole, que en nahuatl significa jabén. Algunas curcubitaceas, conocidas
como sancoches y el residuo que queda del lavado de la fibra de la lechuga,
también se usan como jabén.

El Pithomyces chartarum es un hongo endofito que esta presente en plantas como
Brachiaria decumbens y en otras especies de Brachairia, el cual contiene esporas
toxicas para el ganado ovino y bovino (Miles, 1998); esto debido a que contiene

saponinas esteroideas, las cuales producen dafio hepatico (Ochoa, 2012).
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Estructuralmente las saponinas o glucésidos son compuestos organicos que
contienen uno o varios azucares (figura 15). Se clasifican como esteroidales o
triterpénicos, dependiendo de la naturaleza de la aglucona. Las saponinas por
hidrolisis acida o enzimatica dan origen a una sustancia libre del o los azucares

formando asi la sapogenina (Romo, 2006).

Figura 15. Estructura de la B-amirina, esqueleto base de las saponinas (Ahumada
et al. 2016).

2.3.6. Flavonoides

Los flavonoides se dividen inicialmente en tres clases, dependiendo del sitio de
unién del anillo B con el benzopirano: los flavonoides (2-fenilbenzopiranos),
isoflavonoides (3-benzopiranos) y los neoflavonoides (4-benzopiranos) (figura 16)
(Estrada et al. 2012).

Los flavonoides son compuestos generalmente amarillos que se encuentran en los
jugos celulares y en los pétalos de las flores de algunas plantas en forma de
glucésidos de diversos azucares (glucosa, galactosa, ramnosa o0 una pentosa) y
cuyos aglucones son derivados del nucleo fundamental de la fenilbenzopirona.
Estos compuestos son metabolitos secundarios de las plantas, cuyo papel
fisiol6gico, en ellas, no se conoce bien. Muchos de ellos se hallan en la corteza de

los arboles (roble, nogal, morera, etc.), se han utilizado como colorantes naturales,
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por ejemplo, la quercetina del roble. Otros tienen caracter vitaminico y
aplicaciones terapéuticas (Yufera, 1995). Los hongos presentan en general un
bajo contenido de flavonoides, como el hongo Lentinula edodes (shitake) el cual
contiene apigenin-7-0-rutinosido y 7-0-B-D-glucopiranosil-6-fucopiranosilcrisina
(Castarieda, 2009).
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Figura 16. Estructura de los isoflavonoides (Estrada et al. 2012).

2.3.7. Antraquinonas

Las antraquinonas se localizan principalmente en vegetales superiores, hay
ejemplos de compuestos provenientes de insectos y de microorganismos.
También se han aislado derivados reducidos de antraquinonas como antronas y
sus fenoles respectivos: antranoles. El acido acético es aceptado como su
precursor biogenético casi exclusivo (Marcano & Hasegawa, 2002). Las
antraquinonas son las que le dan el color a los hongos y a las plantas, al parecer
las quinonas existen en todos los vegetales, bacterias y hongos, excepto en
musgos Yy helechos (Lang, 2003).

En funcién de la oxidacion del anillo central se clasifican en antraquinonas (con
dos funciones cetona en el anillo central) y oxantronas (con una funcion cetona en

el anillo central), cuya forma tautomérica son los antranoles. Si estan libres
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(genina libre), las antronas y antranoles se oxidan facilmente a antraquinonas
(figura 17) (Sanchez & Santa, 2009).
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Figura 17. Estructura general de una antraquinona, antrona, oxantrona, antranol y
diantranol (Sdnchez & Santa, 2009).

2.4. Antioxidantes

2.4.1. Molécula antioxidante

Halliwel y Gutteridge (1998); definieron como antioxidante a toda sustancia que
hallandose presente a bajas concentraciones, con respecto a las de un sustrato
oxidable (biomolécula), retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato.

El antioxidante al reaccionar con el radical libre le cede un electron oxidandose a

su vez y transformandose en un radical libre débil, con escasos o nulos efectos
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toxicos y que en algunos casos como la vitamina E, pueden generarse a su forma
primitiva por la accion de otros antioxidantes.

Tienen diferentes mecanismos de accidén; unos impiden la formacion de los
radicales libres y/o especies reactivas (sistemas de prevencién), otros inhiben la
accion de los radicales libres (sistema barredor), otros favorecen la reparacion y la
reconstitucion de las estructuras biologicas dafadas (sistema de reparacion)
(Criado, 2009).

2.4.2. Tipos de antioxidantes
Los antioxidantes se clasifican en enddgenos, fabricados por la propia célula y
exdgenos, que ingresan en el organismo a través de la dieta o de suplementos

con formulaciones antioxidantes (tabla 1) (Criado, 2009).

Tabla 1. Tipos de antioxidantes

| Vitamina E | Glutatién | Cobre |‘

Vitamina C Coenzima Q Zinc

- | Enzima SuperOX|dod|smutasa Selenlo
(SOD)

EnZ|ma Catalasa

Fuente: Criado (2009).
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2.4.2.1. VitaminaE

Es un conjunto de compuestos fendlicos conocidos como tocoferoles y
tocotrienoles. El alfa tocoferol es el mas comun y biologicamente el que tiene
mayor accion vitaminica. Es un antioxidante lipofilico que se localiza en las
membranas celulares, cuya absorcidn y transporte se hallan vinculados con el de
los lipidos. Se considera el mas importante protector de las moléculas lipidicas, ya
gue su accion consiste en proteger de la peroxidacion a los acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana celular y también en inhibir la
peroxidacién de los LDL (lipoproteinas de baja densidad). Neutraliza el oxigeno
singlete, captura radicales libres hidroxilos, neutraliza peréxidos y captura el anion
superéxido para convertirlo en formas menos reactivas. Se puede encontrar en la
dieta (aguacate, almendras, germen de trigo, frijol de soya, pollo, pescado)
(Criado, 2009).

2.4.2.2. VitaminaC

Es un importante antioxidante hidrosoluble que actia potenciando el efecto de
otros antioxidantes tal como sucede con la vitamina E y el selenio. No se sintetiza
en el organismo, por lo que debe ser aportada por la dieta (naranja, limén, melon,
tomates, verduras de hojas verdes). Sus principales funciones son neutralizar el
oxigeno singlete (O,), capturar radicales hidroxilos, aniones superoxido, regenerar
la forma oxidada de vitamina E y se ha comprobado que se absorbe mejor si se

encuentra en una formulacion que contenga vitamina E (Criado, 2009).

2.4.2.3. Betacaroteno

Es precursor de la vitamina A, importante antioxidante lipofilico que neutraliza el
oxigeno singlete. Su deficiencia puede provocar queratosis, ceguera nocturna,
sequedad ocular y mancha de Bitot (depdsitos blancos de epitelio queratinizado en
la esclerdtica), asi como disminucién de la resistencia a infecciones. Tiene la
propiedad de capturar las especies reactivas de oxigeno (ERO) producidas en la
piel por efecto de la radiacion UV, por lo que es un componente habitual de

cremas protectoras solares para prevenir fotodermatosis e incluso el cancer de
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piel. Ademas, es capaz de regenerar la vitamina C una vez que ha reaccionado
con un radical libre. En los alimentos se puede encontrar en verduras y frutas

amarillas y anaranjadas, verduras de color verde oscuro (Criado, 2009).

2.4.2.4. Licopeno

Entre los carotenoides sin accion analoga a la de la vitamina A, el licopeno
destaca por sus acciones antioxidantes. Los tomates y sus productos derivados
son las fuentes mas representativas de estos compuestos (Criado, 2009).

La principal propiedad biolégica del licopeno es la de actuar como sustancia
antioxidante al reaccionar con agentes oxidantes, reduciendo la reaccion de
oxidacion tanto in vitro como in vivo, al eliminar estos agentes de los sistemas
bioldgicos o al detener la formacion de radicales libres. Se ha determinado que el
5-cis-licopeno es el isbmero mas estable, seguido del all-trans-licopeno. Sin
embargo, el primero presenta la mas alta actividad antioxidante. Se ha observado
que el licopeno puede actuar sinérgicamente con otros compuestos naturales
como la vitamina E, inhibiendo la proliferacion celular en el carcinoma de prostata
(Valverde, 2014).

2.4.2.5. Glutation

Es el principal antioxidante hidrosoluble en el citoplasma de la célula. Es un
péptido formado por tres aminoacidos: cisteina, glicina y acido glutamico. Se
puede encontrar en la dieta (frutas y verduras) (Criado, 2009).

El glutation se encuentra en concentraciones promedio de 12 mM en células de
mamiferos. Tiene importantes funciones como antioxidante, es parte importante de
la detoxificacién de xenobibticos, es cofactor para las reacciones de isomerizacion
y también sirve como almacenamiento y transporte de cisteina. Es esencial para la
proliferacion celular y tiene un papel importante en la apoptosis, ya que la
disminucién de la cantidad de glutation es permisiva para la activacion de
caspasas Yy la progresion de los mecanismos de apoptosis. Una funcion muy
importante del glutation es mantener el potencial de 6xido-reduccion de la célula,

ya que mantiene en estado reducido los grupos tiol de las proteinas y asi permite
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la generacion de diversas cascadas de sefializacion intracelular; un ejemplo es la
proteina cinasa C, que contiene varios residuos de tirosina en su centro catalitico,
qgue le confieren sensibilidad al estado redox de la célula, lo que puede afectar la

sefalizacion mediada por esta enzima (Martinez et al. 2011).

2.4.2.6. Coenzima Q10

Es un potente antioxidante liposoluble presente en todas las células del cuerpo
que procede de la dieta (carne, pescado, cacao, aceite de soya y cacahuates) y
también es sintetizado en el organismo a partir de tirosina, fenilalanina y Acetil
CoA. Se encuentra en todas las membranas celulares, principalmente en la de la
mitocondria, donde participa en la cadena de respiracion aerdbica. Ademas,
potencia la respuesta del sistema inmune (su capacidad de producir anticuerpos),
como antioxidante es capaz de proteger el ADN de la accion de radicales libres y
también de impedir la peroxidacion lipidica (Criado, 2009).

La coenzima Q10 (ubiquinona-10 o ubidecarenona) y su forma reducida ubiquinol,
gue son constituyentes de las membranas fosfolipidicas naturales de las células y
sus organelos, actian como antioxidantes y transportadores de electrones en
estas membranas. Destaca especialmente el papel desempefiado por la coenzima
Q10 en la cadena de transporte de electrones en la membrana interna de la
mitocondria.

Como barrera mas externa del cuerpo, la piel esta expuesta a diversos factores
agresivos medio-ambientales (radiaciéon UV) capaces de generar radicales libres.
Este estrés oxidativo puede ser el desencadenante y acelerador de procesos
degenerativos y enfermedades cutdneas que pueden contribuir también a la
patogenia del cancer de piel y el foto-envejecimiento. El ubiquinol, que es capaz
de reducir la vitamina E oxidada, es el primer antioxidante que se agota en la piel
bajo la influencia de la radiacion UV (Arenas, 2001).

2.4.2.7. Acido tiéctico
También llamado acido alfa lipoico, estructuralmente se trata de un acido graso

que contiene dos atomos de azufre. No es una vitamina ya que se puede sintetizar
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en el organismo a partir de acido octanoico y se encuentra en todas las células,
donde participa en procesos bioquimicos de produccién de energia (ayuda a las
vitaminas B en la conversion de carbohidratos, proteinas y lipidos en energia).

La capacidad del organismo de sintetizar esta sustancia es muy limitada. Su
accion antioxidante se da a tres niveles: mediante efecto antioxidante directo (es
capaz de reciclar otros antioxidantes que se han destruido al neutralizar radicales
libres, como la vitamina E, el glutation, la coenzima Q10 y la vitamina C) y
mediante el incremento de la sintesis celular de glutation al incrementar la
expresion de la enzima limitante de su sintesis (Gammaglutamilcisteina ligasa) y al
aumentar la captacién celular de cisteina (un aminoacido necesario para su

sintesis) (Camps et al. 2010).

2.4.2.8. Melatonina

La melatonina, considerada la principal hormona de la glandula pineal, es un
derivado quimico de la serotonina, cuya produccion y secrecion maxima tiene
lugar durante la noche, es decir en la oscuridad, y cuya mision es entrar en todas
las células del organismo para realizar en ellas su funcion méas bésica, que
consiste en actuar como un potente neutralizador de radicales libres. La
melatonina atrapa al radical OH-, ademas de estimular las enzimas antioxidativas
importantes, superoxido dismutasa (SOD), glutatidbn peroxidasa (GPX) y glutation
reductasa (GR), por lo que es considerada actualmente como un importante
antioxidante (Criado, 2009).

2.4.2.9. Enzima superoxido dismutasa (SOD)

Las SOD son una familia de enzimas que catalizan la dismutacion de O,, en los
mamiferos se reconocen tres enzimas de esta familia, dos intracelulares y una
extracelular. La SOD1 se encuentra en el citoplasma, nucleo, peroxisomas y la
membrana externa mitocondrial, su centro catalitico esta formada por un cobre y
un zinc (SOD Cu-Zn). Su expresion es inducida por estimulos mecanicos,
quimicos y biologicos como el choque térmico, radiaciones ultravioleta, metales

pesados y estrés oxidativo. La SOD2 se encuentra dentro de la mitocondria, ya
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gue es un organelo que esta sometido mayormente a estrés oxidativo, tiene un
centro catalitico de Mn (manganeso). La SOD3 esta presente en la matriz
extracelular principalmente unida a heparina y a las fibras de colagena tipo 1 de la
mayoria de los tejidos, ademas se ha encontrado en plasma, fluido linfatico y
liguido cefalorraquideo, pero su concentracion es 20 veces mayor en la matriz

extracelular que en el plasma (Magafa, 2014).

2.4.2.10. Enzima catalasa

La catalasa (CAT) es una enzima antioxidante presente en la mayoria de los
organismos aerobios. Cataliza la disminutacion del peréxido (H,O,) en agua y
oxigeno. La mayoria de estas enzimas son homotetrameros con un grupo hemo
en cada subunidad (Diaz, 2003). La CAT contiene moléculas de NADPH y se
caracteriza por su alta capacidad de reaccioén, pero poca afinidad al sustrato.
Tiene dos funciones, una catalitica y una peroxidativa. En la reaccién catalitica
utiliza como donadores a otras moléculas de H,0O,. En la reaccidn peroxidativa la
enzima utiliza como donadores de hidrégeno al metanol, etanol, acido férmico,
fenol y formaldehido. Una molécula de catalasa es capaz de catalizar la
transformacion de alrededor de 1x10’ moléculas de sustrato por segundo, la
primera reaccion tanto del mecanismo catalitico como peroxidativo es la heterolisis
o rompimiento de los enlaces oxigeno-oxigeno, en la reaccion catalitica se
transfieren dos electrones de la enzima a un oxigeno y forma agua (Magafia,
2014).

2.4.2.11. Enzima glutation peroxidasa (GP)

Es una enzima selenio dependiente que cataliza la reduccion del peréxido de
hidrégeno (H,O,) a agua y alcohol, utilizando como agente reductor el glutation
reducido. Existen al menos tres formas de GP seleno dependientes que difieren en
su ubicacién y en su especificidad de sustrato. Una forma intracelular o celular,
una extracelular o plasmatica y otra con actividad especifica para los
fosfolipoperoxidos que, por lo general estd asociada a la membrana celular
(Criado, 2009).
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2.4.2.12. Cobre

Es un micronutrimento mineral esencial que forma parte de las cupro-proteinas
(cupreinas) y enzimas cobre-dependientes que intervienen en reacciones
oxidativas relacionadas con el metabolismo del hierro, de los aminoéacidos
precursores de neurotransmisores del tejido conectivo y con la destruccion de
radicales libres (Menéndez et al. 2008). El cobre esta presente en la carne de
cerdo, pato, salmén, higado, corazon, nueces, semillas, leche con chocolate, leche
de soja (Criado, 2009).

2.4.2.13. Zinc

El estrés oxidativo es un importante factor que contribuye a varias enfermedades
cronicas atribuidas al envejecimiento, como la aterosclerosis y los trastornos
cardiacos. Juntos, O, (peroxido), H.O, (peroxido de hidrogeno) y OH (hidroxilo) se
conocen como especies reactivas del oxigeno (ROS) y se producen
continuamente in vivo en condiciones aerobias. En las células eucariotas, la
cadena respiratoria mitocondrial, las enzimas micromecanicas del citocroma P450,
las flavoproteinas oxidasas y el metabolismo de los &cidos grasos del peroxisoma
son las fuentes intracelulares mas significativas de ROS. El nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasas son grupos de enzimas asociadas a la
membrana plasmatica, que catalizan la produccién de 'O, a partir del oxigeno
mediante el uso de NADPH como el donante de electrones. El zinc es un inhibidor
de NADPH oxidasa, lo que resulta en la disminucion de la generacion de ROS. El
zinc también es un cofactor de superdoxido dismutasa (SOD), una enzima que
cataliza la dismutacion de ‘07, a H,O,. El zinc también induce la generacion de
metalotioneina, que es muy rica en cisteina y es excelente eliminador de ‘OH
(Prasad, 2014). El zinc esta presente en la dieta, en carne, pescado, almendras,
avellanas, nueces, huevos, leche y sus derivados; cereales, legumbres, etc.
(Criado, 2009).
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2.4.2.14. Manganeso

El manganeso es un elemento natural que se encuentra en muchos tipos de rocas.
El manganeso no tiene olor ni sabor especial. E| manganeso puro es un metal de
color plateado; sin embargo, no se encuentra en el ambiente en forma de metal
puro. El manganeso es un elemento esencial para la salud, el cuerpo humano
tipicamente contiene pequefias cantidades de manganeso y en condiciones
normales, el cuerpo las mantiene en cantidades adecuadas. El manganeso es un
elemento nutritivo esencial y es importante ingerir diariamente una pequefa
cantidad para mantenerse en buena salud (Agencia para Sustancias Toxicas y el
Registro de enfermedades, 2000). El manganeso forma parte de la estructura de
la enzima superoxido dismutasa 2, protege contra la peroxidacion lipidica, atrapa
radicales hidroxilo y superdoxido e induce la sintesis de metalotioneinas. El
manganeso se encuentra en frutos secos, especialmente almendras, avellanas y

pifiones; cereales y legumbres (Criado, 2009).

2.4.2.15. Hierro

El hierro es un metal esencial para la vida, pero en cantidades elevadas resulta
toxico. La eficiencia del hierro Fe?* para ceder electrones y la de hierro Fe** para
aceptarlos, es wuna caracteristica fundamental para muchas reacciones
bioquimicas del organismo. Sin embargo, esta caracteristica lo convierte también
en un peligro potencial, ya que, bajo condiciones aerobias, facilmente puede
catalizar la formacién de radicales libres nocivos, especies reactivas de oxigeno.
La toxicidad del hierro se basa en la quimica de Fenton y Haber-Weiss, donde
pequefias cantidades del mineral son suficientes para formar radicales hidroxilos
(OH) a partir de su peroxido (O) y peréxido de hidrégeno (H.0;), conocidos como
intermediarios reactivos de oxigeno (ROS) (Toxqui et al. 2010). El hierro se
encuentra en ajonjoli, melocotones, legumbres, cereales, germen de trigo, higado,

ternera, almendras, avellanas, mejillones y almejas (Criado, 2009).
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2.4.2.16. Selenio

El selenio es un nutriente esencial para los humanos. Se presenta en dos formas
diferentes: selenometionina y selenocisteina. La funcién del selenio como
antioxidante no solo se debe a su papel como cofactor de la glutation peroxidasa y
otras selenoproteinas, sino también a su interaccion con determinados nutrientes,
como la vitamina E. El selenio tiene un papel directo en el reciclaje del tocoferol
por el glutation, en una reaccion catalizada por una selenoenzima (Soledad, 2007).
Lo podemos encontrar en carnes, pescados, mariscos, cereales, ajo, champifiones

y esparragos (Criado, 2009).

2.4.3. Compuestos antioxidantes en hongos

Se han encontrado que los hongos contienen compuestos antioxidantes capaces
de eliminar radicales libres. La capacidad antioxidante (ECsp) se ha evaluado
mediante la capacidad de barrido de radicales de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) en hongos como: Marasmius oreades que presentd alta actividad
antioxidante (EC50 2.78 mg ml-1), mientras que en Cantharellus cibairus dicha
propiedad es menor (EC50 7.14 mg ml-1). Se ha determinado un alto contenido de
tocoferol (un poderoso antioxidante) en especies como Hydnum repandum vy
Lepista nuda (Jiménez et al. 2013). Igual se ha determinado la presencia de a-
tocoferol, B-caroteno, &cido ascorbico, rutésido, crisina en el hongo Pleurotus

ostreatus (Jayakumar et al. 2011).

2.4.4. Determinacién del poder antioxidante

2.4.4.1. 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Un método para evaluar la actividad antioxidante de un compuesto es medir su
actividad inhibitoria de radicales libres. Los antioxidantes reaccionan con los
radicales libres, tales como los peroxidos generados por la oxidacion de los lipidos
y detienen la propagacién de las reacciones dafiinas de las especies reactivas del
oxigeno. El DPPH es un radical estable, se ha empleado para determinar el efecto

inhibidor de radicales libres de algunos antioxidantes (Shahidi, 1997).
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La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre
estable debido a la deslocalizacién de un electron desapareado sobre la molécula
completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria
de los radicales libres. La deslocalizacion del electron también intensifica el color
violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm. Cuando la
solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un
atomo de hidrégeno, el color violeta se desvanece (figura 18). EI cambio de color
es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de

los parametros de las propiedades antioxidantes (Rio, 2013).

O,N NO, O,N NO,

NO NO,

Figura 18. Estructura del compuesto quimico del DPPH antes y después de la

reaccion con el antioxidante (Marjoni & Zulfisa, 2017).

2.4.4.2. Actividad inhibidora del radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-
6 sulfonato de amonio (ABTS)

La actividad inhibidora del radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)- 6 sulfonato

de amonio (ABTS), es ampliamente usado para evaluar la actividad antioxidante

en plantas, alimentos, hongos y bebidas debido a su utilidad tanto en fase acuosa

como lipidica y que proporciona rapidamente los resultados mas reproducibles

empleando equipo de laboratorio relativamente comun (figura 19) (Ramirez, 2013).

El Método ABTS tiene la flexibilidad de poderse utilizar a diferentes niveles de pH
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(a diferencia de DPPH que es sensible al pH acido) por lo tanto es util cuando se
estudia el efecto del pH sobre la actividad antioxidante de diversos compuestos.
Es también util para medir la actividad antioxidante de muestras extraidas en
disolventes acidos. Ademas, es soluble en disolventes acuosos y organicos, por lo
tanto, es Util para evaluar la actividad antioxidante de muestras en diferentes
medios (Shalaby & Shanab, 2013).

La longitud de onda de absorcion a 734 nm hace a este método particularmente
interesante para el estudio de extractos vegetales ya que elimina la posibilidad de

interferencias de color (Ramirez, 2013).
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Figura 19. Estructura del compuesto quimico ABTSe+ antes y después de la

reaccion con el antioxidante (Rio, 2013).

2.4.4.3. Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)

La capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) es un ensayo de
laboratorio que mide la capacidad de un compuesto para atrapar el radical
peréxilo, relevante en la oxidacion de lipidos en los alimentos; mediante un
mecanismo de transferencia de un atomo de hidrégeno. En este ensayo los

radicales peroxilo generados por iniciadores de radicales libres, reaccionan con
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una sonda fluorescente para formar un producto no fluorescente; es decir, a
medida que avanza la reaccion de la sonda fluorescente se consume la
fluorescencia. Ademas, este método puede medir la expresion antioxidante de
compuestos hidrofilicos y lipofilicos en una muestra (Zapata et al. 2014).

Esta se basa en la medicion de la fluorescencia de una molécula a la que se le
somete a la accion de un generador de radicales libres. A medida que la molécula
fluorescente es atacada y dafiada por los radicales libres, por lo que va perdiendo
su fluorescencia, mientras que la labor de los antioxidantes es la de proteger la

molécula fluorescente (Dominguez, 2012).

2.4.4.4. Analisis del poder reductor férrico/antioxidante (FRAP)

El andlisis del poder reductor férrico/antioxidante (FRAP), fue introducido por
Benzie y Strain (Benzie y Strain, 1996; Pulido-Bravo y Saura-Calixto, 2000), para
medir la actividad antioxidante total y se basa en la capacidad de los polifenoles
para reducir Fe*+ a Fe?+ (figura 20). Este método fue modificado recientemente
para su uso en microplacas de 96-pozos (Tsao y Deng, 2004), dando una
reproducibilidad mejor y un rendimiento de procesamiento mas alto de muestras.
El analisis se basa en el poder reductor de un antioxidante que reduce el ion
férrico (Fe®+) al ion ferroso (Fe’+) formando un complejo azul. Una absorcion alta
a una longitud de onda de 700 nm indica un poder de reduccion alto del extracto,

es decir una actividad antioxidante alta (Figura 20) (Vasquez, 2007).
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Figura 20. Estructura del compuesto quimico 2, 4, 6, tripiridil-s-triazina (TPTZ) y su
reaccion quimica. La reaccion primaria para el ion férrico y la reduccién del

potencial antioxidante a ion ferroso (Chandra, 2010).
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3. Planteamiento del problema

En la sociedad actual, la poblacion va en aumento y con ello los problemas y
afectaciones a la salud. Entre las enfermedades que padece la poblacion se
encuentran las enfermedades cardiovasculares (ECV), las cuales son la principal
causa de muerte en todo el mundo. Cada afio mueren mas personas por ECV que
por cualquier otra cosa. En México el 25% de la poblacion adulta esta afectada por
dichas enfermedades, las cuales, cobran la vida de 150,000 personas al afo;
ademas, no podemos dejar de lado los 90,000 decesos por diabetes, otro de los
principales males que afecta a la sociedad mexicana (Cruz, 2016). Para las
personas con ECV o con un alto riesgo cardiovascular (debido a la presencia de
uno o mas factores de riesgo, como la hipertension arterial, la hiperlipidemia o
alguna ECV ya confirmada) son fundamentales la deteccion precoz y el
tratamiento temprano, por medio de servicios de orientacion o la administracion de
farmacos, segun corresponda (OMS, 2015). Otra de las enfermedades que
prevalece en la poblacion son los diferentes tipos de cancer, segun la encuesta del
INEGI del 2014; entre la poblacion de 20 afios y més, dos de cada 10 casos de
cancer en varones son por tumor maligno en 6rganos digestivos y tres de cada 10
mujeres con cancer padecen de tumor maligno de mama, siendo las principales
neoplasias malignas para cada sexo en la poblacion adulta (INEGI, 2017). Por tal
motivo se buscan nuevas alternativas en fuentes naturales, que aporten una

actividad funcional y disminuyan el riesgo de las enfermedades.
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4. Justificacion

Los hongos silvestres comestibles son poco estudiados, ya que no se les ha dado
el suficiente interés, sin embargo, pueden llegar a tener algunas propiedades
benéficas para mantener la salud del ser humano, se sabe que los hongos
silvestres comestibles son ricos en proteinas (34% en base seca), algunos
reportes indican que los hongos comestibles pueden ser portadores de
propiedades funcionales como actividad antioxidante, anticancerigena, antibiética,
entre otras que poco se sabe de ello (Martinez-Carrera, 2012). Por eso de la
importancia de estudiar mas a fondo el reino fungi y las variedades de hongos que
estan disponibles en las comunidades rurales. La caracterizacibn quimica y
farmacoldgica de los distintos hongos comestibles silvestres, tendra un impacto en
el conocimiento sobre el beneficio que representan dichos organismos como
fuente de compuestos bioactivos para mitigar o aliviar las enfermedades crénico-

degenerativas.
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5.

5.1.

Objetivos

Objetivo general

Caracterizar de forma quimica, farmacoldgica y evaluar el potencial antioxidante

de los hongos comestibles silvestres; Yema (Amanita caesaria), Venado (Amanita

vaginata var. punctata), Juan Diego (Amanita rubescens), Oreja (Clitocybe gibba),

Xocoyotl (Laccaria laccata) y Escobeta (Ramaria apiculata).

5.2.

Objetivos especificos

Obtener el material biologico en el pueblo de Amecameca para el presente
estudio.

Elaborar el extracto metanolico de cada uno de los hongos seleccionados.
Evaluar in vitro la toxicidad de los diferentes extractos de los hongos
silvestres comestibles en el modelo de Artemia salina.

Determinar de forma cualitativa la presencia de taninos, saponinas,
cumarinas, alcaloides y antraquinonas en los distintos extractos de los
hongos evaluados.

Realizar la cuantificacidén de la capacidad antioxidante in vitro DPPH, ABTS,
flavonoides y fenoles totales de cada uno de los extractos.

Valorar la actividad antiproliferativa in vitro en distintas lineas celulares de

cancer de los diversos extractos.
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6. Metodologia

Investigacion de los [ugares donde se
comercializan cantidades imponantes
de hengos sitvestres comestioles

Ostencion de 1os
hongos silvestres

comestidles
QObtencidn de! Obtencion del Obtencion del Qbtencion del Cotencion del Ohtencion del
extracto extracto extracto extracto extracto extracto
metanglico de metandlico de metanglico de metandlico de metanglico de metandlico de
Amanita Amanita Amanita Citocybe Ramaria Laccaria
caesaria vaginata var, rubescens. qibba. apicuiata. laccata.
punctata
Caracterizacion quimicay Caracterizacion quimica y Caracterizacion quimica y
evaluacidn farmacologica evaluacion farmacoldgica evaluacidn farmacologica
Caracterizacion quimica, Caracterizacion quimica, Caracterizacion quimica,
evaluacion farmacologica y evaluation farmacoldgica y evaluacion farmacologica y
valoracidn de actividad valoracion de actividad valoracion de actividad
antiproliferativa en lineas antiproliferativa en lineas antiproliferativa en lineas
celulares de cancer celulares de cancer celulares de cancer

Figura 21. Diagrama general del estudio de los extractos de los hongos empleados

en el presente trabajo de investigacion.
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6.1. Material bioldgico

Los hongos comestibles silvestres Yema (Amanita caesaria), Venado (Amanita
Vaginata var. punctata), Juan Diego (Amanita rubescens), Oreja (Clitocybe gibba),
Xocoyotl (Laccaria laccata) y Escobeta (Ramaria apiculata) fueron adquiridos en el
interior del mercado de Amecameca, Estado de México, con mujeres recolectoras
de hongos originarias de San Pedro Nexapa, comunidad perteneciente al

municipio de Amecameca.

6.1.1. Obtencidén de los extractos de los hongos

Para obtener los extractos se utilizaron las siguientes cantidades de cuerpos
fructiferos: Yema (Amanita caesaria) 2,356 g; Venado (Amanita vaginata var.
punctata) 1,508 g; Juan Diego (Amanita rubescens) 2,000 g; Oreja (Clitocybe
gibba) 3,104 g; Xocoyotl (Laccaria laccata) 2,168 g y Escobeta (Ramaria apiculata)
1,916 g. Los hongos fueron molidos en presencia del solvente metanol, en
diferentes cantidades. Yema (Amanita caesaria) 1,800 ml; Venado (Amanita
vaginata var. punctata) 1,050 ml; Juan Diego (Amanita rubescens) 1,800 ml; Oreja
(Clitocybe gibba) 3,700 ml; Xocoyotl (Laccaria laccata) 2,850 ml y Escobeta
(Ramaria apiculata) 1,916 ml. Se dejaron en maceracion durante 15 dias.

Después de la maceracion el extracto se filtr6 dos veces para obtener solo la parte
liquida, el siguiente paso fue colocar el extracto en el rotovapor para separar el
solvente del extracto. La temperatura de destilacién estuvo en funcién del punto de
evaporacion del solvente utilizado. Posteriormente los extractos fueron sometidos
a una temperatura de -20° C en un congelador vertical (Labline thermo scientific
modelo 3767A), una vez congelados, se colocaron en una liofilizadora
(LABCONCO) durante 24 horas hasta obtener el extracto en polvo. Los extractos
obtenidos se utilizaron para la evaluacion quimica cualitativa (presencia de
antraquinonas, alcaloides, taninos, saponinas y cumarinas), farmacoldgica
(cuantificacion de flavonoides totales, fenoles totales, DPPH, toxicidad in vitro en
el modelo de Artemia salina) y citotoxicidad in vitro en diferentes lineas de células

de cancer (Villicafia, 2015).
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6.2. Caracterizacion quimica cualitativa
Para todos los ensayos se realiz6 pruebas por triplicado para tener certeza

estadistica en los resultados.

6.2.1. Espectro UV/vis

Para obtener el espectro de absorcion de los extractos de los hongos silvestres
comestibles, se disolvié 10 mg en 200 ul de agua destilada. De la solucion se tomo
20 pl de la muestra y se diluy6é en 1 ml de metanol. Se evaluo el espectro en un
rango de longitud de onda de 190 a 110 nm en un espectrofotometro (UV/Vis
Jenway modelo 6705) (Martinez, 2016).

6.2.2. Antraquinonas

Para determinar la presencia de antraquinonas se empled la cromatografia en
capa fina (silica gel 60F2s4) con ayuda de un aplicador se coloc6 una porciéon de
los diferentes extractos obtenidos de los hongos silvestres comestibles. Se
utilizaron placas de 5X1 cm, las cuales se corrieron en una mezcla de 95:5 de
diclorometano (2,375 ul) y metanol (125 ul). Terminada la corrida, se dejé secar
las placas por 1 minuto. Posteriormente se observaron las placas en la camara de
luz ultravioleta, identificando como antraquinonas las marcas con fluorescencia

violeta o rojo marron, la prueba se realizé por triplicado (Villicafa, 2015).

6.2.3. Alcaloides

Para determinar la presencia de alcaloides se emple6 la cromatografia en capa
fina, con ayuda de un aplicador se coloc6 una porcién de los diferentes extractos
obtenidos de los hongos silvestres comestibles. La aplicacion se realizd en placas
de silica gel 60F,54 (5X1 cm), las cuales se corrieron en una mezcla de 95:5 de
diclorometano (2,375 ul) y metanol (125 ul). Terminado la corrida, se dejo secar
las placas por 1 minuto. Posteriormente, se revelaron con el reactivo de
Dragendorff. La aparicion de una coloracion roja-marron indico la presencia de
alcaloides (Martinez, 2016).
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6.2.4. Determinacion de taninos

Para la determinacion de taninos se utilizaron tres tubos de ensayo por extracto,
disolviendo 0.020 g del extracto en 10 ml de agua destilada. A los tres tubos se les
adiciono:

a) Tubo de ensayo 1: grenetina en polvo 0.01 g.

b) Tubo de ensayo 2: grenetina en polvo 0.01 gy NaCl 0.1 g.

c) Tubo de ensayo 3: NaCl 0.1 g.

A continuacion, los tubos fueron vigorosamente mezclados en el vortex. La
apariciéon de un precipitado blanco en los tubos de ensayo A y/o B indicé la

presencia de taninos en el extracto (Peralta et al. 2013).

6.2.5. Cumarinas

Para realizar esta prueba se utiliz6 un tubo de ensayo por cada extracto,
disolviendo 0.020 g del extracto en 10 ml de agua destilada, se les agregé 0.1 g de
NacCl, luego se colocé en la boca del tubo de ensayo un pedazo de papel filtro
previamente humedecido en una solucion de 1 g de hidréxido de sodio (NaOH) en
15 ml de agua destilada, posteriormente el tubo se puso en bafio Maria hasta
punto de ebullicion. Después de 3 minutos se retiré el papel filtro, se dejo reposar
hasta que se evaporoé toda la humedad, a continuacion, se revel6 bajo la accion de
luz ultravioleta, la presencia de una coloracion amarillo fluorescente indicé la

existencia de cumarinas (Peralta et al. 2013).

6.2.6. Saponinas

Para la determinacion de saponinas se pes6 0.1 g de NaCl, 0.020 g de extracto en
un tubo de ensayo y se le afladié 10 ml de agua destilada; se agité fuertemente,
para ver si existia la presencia de saponinas, la aparicion de espuma en la parte
superior con una duracion de 60 a 120 segundos, indico la presencia de saponinas
(Peralta et al. 2013).
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6.3. Potencial antioxidante

6.3.1. 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

La capacidad antioxidante se determind mediante un método colorimétrico,
(Williams et al. 1995) usando el radical comercial DPPH.

Se prepar6 una solucion stock con 0.012 g de reactivo DPPH, se disolvié en 50 ml
de metanol y su absorbancia se ajustd a 1.1, a una longitud de onda de 515 nm. A
partir de la solucion stock se preparoé la solucién de trabajo de diario, para ello se
hizo una dilucién del stock 1:5 de metanol.

Para determinar la capacidad antioxidante de los hongos silvestres comestibles se
utilizaron 0.010 g de extracto, se diluyé en 1 ml de agua destilada. Se tomé de 25
— 100 pl aforando a 1 ml con la solucion diaria DPPH, se incub6 durante 30
minutos protegiéndose de la luz, posteriormente se midié la absorbancia a 515
nm. Los resultados se reportaron como mg equivalentes de acido ascoérbico/g de

extracto seco (Villicafia, 2015).

6.3.2. Actividad inhibidora del radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6
sulfonato de amonio (ABTS)

Se uso6 una pastilla de ABTS de 35 mg diluida en 9 ml de PBS 1x, se prepar6 el
persulfato de potasio pesando 12.16 mg y se diluyé en 9 ml de PBS, ambos se
mezclaron para preparar la solucion stock. Para la solucion diaria de trabajo, 3,200
ul de la solucion stock se disolvieron en 30 ml de PBS con pH de 7.4. El blanco fue
el PBS para calibrar el espectrofotometro en una longitud de onda de 734 nm,
hasta tener una absorbancia de 0.7.

Para las muestras se pesaron 10 mg de cada uno de los extractos de los hongos y
se diluyeron en 1 ml de agua destilada (10,000 ppm).

Para las mediciones se agregd 1ml de la solucion diaria de ABTS y de 1 a 4 pl de

los diferentes extractos de los hongos (Martinez, 2016).
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6.3.3. Flavonoides

Para la determinacion de flavonoides totales, se colocé de manera directa en un
tubo de ensayo de 0.0214 a 0.121 g de extracto de los hongos silvestres
comestibles, se diluyé en 0.4 ml de agua destilada, se agregd 1.6 ml de metanol,
de esta solucion se tomaron 0.5 ml, se adicioné 1.5 ml de metanol, 100 ul de
cloruro de aluminio (ALCI3) al 10% (p/v), 100 ul de acetato de potasio (CH3CO2K) 1
My 2,800 ul de agua destilada. Se dejo reposar por 30 minutos, transcurrido el
tiempo se midio la absorbancia a 415 nm en el espectrofotometro (Jenwey®), los
datos de absorbancia se tomaron en un rango de 0.3 a 0.7, reportando los

resultados en mg equivalentes de quercitina/g de extracto seco (Martinez, 2016).

6.3.4. Fenoles totales

Para esta medicion se utilizo el reactivo de Folin-Ciocalteu mediante la técnica
descrita por Singleton & Rossi (1965). Se colocaron en un tubo de ensayo 0.0032
a 0.0101 g de los extractos de los hongos comestibles silvestres, esto se diluy6 en
0.4 ml de agua destilada y 1.6 ml de metanol, se mezclaron durante 1 minuto.
Posteriormente se tomd 200 pl de la mezcla y se coloc6 en un segundo tubo con
1,000 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 1:10 (v/v) en agua destilada) y se
dej6 reposar por 1 minuto. Pasado el tiempo se agregd 800 ul de carbonato
anhidro 7.5 % (p/v), se mezcl6 y se dej6 reposar por 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente se tomo lectura en un espectrofotdmetro Jenwey® a una
longitud de onda de 765 nm y en un rango de densidad Optica de 0.3 a 0.7. El
contenido de compuestos fendlicos totales se report6 como mg equivalentes de

acido galico/g de extracto seco (Singleton & Rossi, 1965).

6.4. Evaluacion farmacoldgica

6.4.1. Artemia salina

Para la evaluacion de la toxicidad in vitro en Artemia salina se colocaron en un
cristalizador 185 mg de quistes de Artemia salina, posteriormente fueron
hidratados con agua destilada por 1 hora con aireacion. Transcurrido el tiempo se

retird la aireacion y se dejaron reposar unos minutos. Los quistes que flotaron se
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retiraron de la superficie con la ayuda de un papel filtro. Los quistes que
permanecieron en el fondo del cristalizador pasaron a la solucion descapsulante
(2.3 ml salmuera (10 g de sal de mar en 500 ml de dH,O) con 0.0277 g de
hidroxido de sodio (NaOH) y 1.26 ml de cloro comercial al 6 %) donde
permanecieron durante 7-10 minutos. Enseguida se lavaron los quistes con agua
destilada. Después los quistes fueron depositados en un contenedor de 20x20x30
cm con 500 ml de salmuera pH 8 (10 g de sal de mar en 500 ml de agua destilada)
a 28° C, luz y oxigeno durante 24 horas (Martinez, 2016).

Se utilizaron tres repeticiones por cada concentracibn de cada extracto y un
blanco, fueron colocados en tubos de ensayo concentraciones de 500 , 200, 150,
100, 70, 65, 35 y 25 ppm de extracto de cada uno de los hongos silvestres
comestibles a los cuales se afor6 a 10 ml de salmuera y se agregaron 10 nauplios
de Artemia salina, estos se incubaron por 24 horas a temperatura ambiente,
pasadas las 24 horas se contaron el numero de nauplios Artemia salina muertos,
calculando asi el porcentaje de concentracion letal (Clsg) en el programa
GraphPad PRISM, es decir la dosis minima de extracto que mata al 50% de las

Artemia salina (Martinez, 2016).

6.4.2. Citotoxicidad in vitro en lineas celulares de cancer

La evaluacion de la citotoxicidad se llevd a cabo utilizando la técnica de la
sulforrodamina B, que es un colorante rojo cuya absorcidbn maxima ocurre a 585
nm. Esta sustancia, en solucion de &cido acético diluido, se une
electrostaticamente a los residuos de los aminoacidos basicos de las proteinas
celulares. La sulforrodamina restante se elimina con lavados de &cido acético
diluido y el complejo sulforrodamina-proteina se disgrega con una solucién alcalina
de tris base. La densidad oOptica de la sulforrodamina redisuelta sera directamente
proporcional al crecimiento celular e inversamente proporcional al grado de
citotoxicidad del compuesto.

En este trabajo se utilizaron cinco lineas celulares de cancer: carcinoma de mama
(MCF-7), carcinoma de colon (HCT-15), carcinoma de prostata (PC3),
adenocarcinoma de ovario (CaOV3) y carcinoma de cérvix (HeLa). Estas lineas se
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mantuvieron en medio RMPI 1640 (1x), suplementado con 10% de suero bovino
fetal. Todas las lineas se cultivaron a 37 °C bajo atmésfera de CO; al 5% y 100%
de humedad relativa, se utilizaron en el ensayo cuando se encontraban en fase
logaritmica de crecimiento de acuerdo a conteos celulares llevados a cabo en la
camara de Neubauer. El bioensayo se realizd6 en microplacas de plastico con 96
cavidades (250 pl/ cavidad) de acuerdo con el procedimiento descrito a
continuacion. Las suspensiones celulares (190 pl) se depositaron en cada una de
las cavidades de la placa y se adicionaron 10 ul de la solucion con la muestra de
prueba, evaluando concentraciones de 20.0, 4.0, 0.8, 0.32, y 0.16 pg/ml, por
triplicado. Paralelamente, se prepararon ensayos de control, utilizado 190 ul de la
suspension celular a evaluar y 10 pul de DMSO al 10%. Por otro lado, se
depositaron 190 pl de la suspension celular en una placa adicional y se determiné
su densidad Optica inicial. Las placas que contenian las muestras de prueba y los
controles se incubaron a 37° C durante 72 h, en tanto que las placas iniciales se
incubaron a 37 °C durante 30 min.

Al concluir el periodo de incubacién, las monocapas celulares se sometieron a un
proceso de fijacion adicionando 50 pl de &cido tricloroacético al 50% en cada una
de las réplicas del bioensayo y se incubaron a 4 °C durante 30 min. Todas las
placas se lavaron con agua fria por cuatro veces, se tifieron con 100 ul de una
solucion de sulforrodamina B (0.4%) en acido acético (1%) durante 30 min. Se
elimin6 el exceso de tincion lavando cuatro veces con &cido acético al 1% y se
secaron con una corriente de aire. Posteriormente, el colorante unido a las
proteinas se solubilizé agitando moderadamente con 200 ul de Tris base 10 mM a
un pH de 10 por 5 min. Se registré la densidad Optica en un espectrofotbmetro a
una longitud de onda de 564 nm que fue la longitud de onda disponible mas
cercana al maximo de absorcion de la sulforrodamina B.

El porcentaje de proliferacion celular se determind mediante la férmula: %
Proliferacion = (T-Co/C-Co) x 100, donde T representa el promedio de la densidad
Optica de las concentraciones de prueba, C es el promedio de la densidad éptica
en los ensayos de control y Co es el promedio de la densidad 6ptica inicial. Se

empleo un analisis de regresion lineal de los graficos semi-logaritmicos obtenidos
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entre la concentracion y el porcentaje de crecimiento celular, se determind la
concentracion efectiva del compuesto de prueba necesaria para inhibir la
proliferacion celular en un 50% (Clso en pg/ml). Se utilizé vinblastina como control
positivo (Mendoza, 2008).

7. Resultados

7.1. Obtencion del material bioldgico

Los hongos silvestres comestibles se obtuvieron en el mercado de Amecameca,
Estado de México (figuras 22 y 23); fueron comprados a las mujeres colectoras de
hongos del pueblo de San Pedro Nexapa, el costo fue de $10 por monton de

hongos comestibles silvestres (5-10 carpdéforos).
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Figura 22. Venta de hongos silvestres comestibles en el mercado municipal de

Amecameca, Estado de México (Imagen propia).
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Figura 23. Colectoras de hongos silvestres comestibles del mercado municipal de

Amecameca, Estado de México (Imagen propia).

7.1.1. Proceso de obtencion de los extractos

Para obtener los extractos de los hongos silvestres comestibles, primero se peso,
posteriormente se realiz6 la molienda en una la licuadora con el solvente metanol
(tabla 2); enseguida se macerd durante quince dias. A continuacion, se sénico
durante media hora con una frecuencia media. Después se filtr6 para separar la
biomasa del solvente con los metabolitos, una vez obtenido el liquido (solvente
con metabolitos) se separoé el solvente de los metabolitos por medio del rotovapor,
se obtuvo un liquido concentrado el cual se congel6 y posteriormente se liofilizé,

para obtener el extracto seco listo para ser pesado y almacenado (figura 24).
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Figura 24. Proceso de obtencion de los extractos. A. Peso de los hongos

obtenidos en el mercado de Amecameca. B. Molienda de los hongos silvestres

comestibles (licuadora). C. Maceracién de la biomasa en metanol (Imagen propia).
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B

Continuacién. D. Proceso de sonicado de los extractos. E y F. Separaciéon de la

biomasa por filtracién. G. Extracto filtrado (Imagen propia).

54



Continuacién. H. Separacion del solvente del extracto. |. Extracto listo para

liofilizar. J y K. Proceso de liofilizacion (Imagen propia).
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N

Continuacion. L y M. Extracto seco liofilizado. N y N. Peso y almacenamiento del
extracto en polvo (Imagen propia).
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Tabla 2. Cantidad de hongos y solvente metanol en la elaboracion de los
extractos.

IR
I N T
N T T

7.1.2. Rendimiento final de los extractos

El rendimiento final en extracto de los hongos silvestres comestibles fue de 0.83 %
en los hongos Juan Diego y Venado, llegando a un maximo de 1.87 % en el hongo
Xocoyotl, lo cual significa que este Ultimo probablemente tenga una mayor
cantidad de metabdlitos (tabla 3), ya que la cantidad de carpdéforos era similar a

otros hongos estudiados que obtuvieron un menor peso seco.
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Tabla 3. Rendimiento en extracto liofilizado

2’356 25.5
2’000 16.5

Amanita vaginata
Venado 1,508 12.5
var. punctata

Clitocybe gibba 3,104 38.0
Laccaria laccata Xocoyotl 2,168 40.6

Ramaria apiculata 1,916 33.7

7.2. Caracterizacion quimica
7.2.1. Espectro de Uv/Vis

Para obtener el espectro de absorcion de los extractos de los hongos Yema, Juan

Diego, Venado, Oreja, Escobeta y Xocoyotl, se utilizé el espectrofotometro en un
intervalo de longitud de onda de 190 a 1,100 nm. Los extractos de los hongos
evaluados fueron puestos en metanol. Las muestras dieron un perfil parecido, sin
embargo, las curvas muestran que el extracto del hongo Yema tiene la mayor
concentracion de metabolitos, seguido por Venado, Xocoyotl, Oreja, Escobeta y

Juan Diego, respectivamente (figura 25).
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Figura 26. Espectro Uv/vis del extracto del hongo Venado.



UV/Vis Xocoyotl
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Figura 27. Espectro Uv/vis del extracto del hongo Xocoyotl.
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Figura 28. Espectro Uv/vis del extracto del hongo Oreja.
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UV/Vis Escobeta
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Figura 29. Espectro Uv/vis del extracto del hongo Escobeta.
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Figura 30. Espectro Uv/vis del extracto del hongo Juan Diego.
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7.2.2. Quimica cualitativa de los extractos

En los datos obtenidos de los extractos de los hongos silvestres comestibles
analizados se encontr6 la presencia de antraquinonas en concentracion
moderada, mientras que alcaloides y saponinas en una cantidad pequefia; no se
detect6 contenido de taninos y cumarinas. Aunque no existen antecedentes de la
quimica cualitativa de todos los hongos empleados en el presente estudio, solo
existen dos datos correspondientes al hongo Yema, en los cuales no se detecto la
presencia de alcaloides y una escasa cantidad de antraquinonas (Quifiones,
2014), lo cual contrasta con las muestras analizadas en el presente estudio (Tabla
4).

Tabla 4. Resultados de la caracterizacion quimica cualitativa de los hongos

silvestres comestibles

Xocoyotl

::IE

Venado \ \ \

Escala: + Escaso, ++ Moderado, +++ Abundante.
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7.3. Evaluacion del potencial antioxidante
7.3.1. 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

En el andlisis de la capacidad antioxidante DPPH se utilizaron extractos liofilizados
de los hongos, Yema (0.19719), Juan Diego (0.2010), Venado (0.2181), Xocoyotl
(0.2206), Oreja (0.6952) y Escobeta (0.2943), mg de extracto seco.

Para la actividad antioxidante DPPH se determiné que el extracto del hongo
Venado fue el que presentd la mayor capacidad antioxidante con 54.5 £3.2 mg E
AA/g e.s.; seguido de Escobeta (46.1 £1.3); Xocoyotl (45.4 £1.3); Yema (42.6 £1.7)
y Juan Diego (40.6 +3.3); quienes registraron los mismos valores
estadisticamente. Finalmente, el hongo Oreja presentd la mas baja capacidad
antioxidante DPPH (10.9 £0.9 mg E AA/g e.s.) (Figura 31). Se encontré que los
valores obtenidos en los extractos de los hongos evaluados, son inferiores a los
reportados para un extracto de diclorometano del hongo Ganoderma lucidum (80.7
mg E AA/g e.s.) y superiores para un extracto de acetato de etilo del mismo hongo
(48.7 mg E AA/g e.s.); cabe mencionar que dicho hongo tiene un alto poder

antioxidante (Angulo et al. 2007).
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Figura 31. Grafica de la evaluacién antioxidante de DPPH de los extractos de los

hongos comestibles silvestres empleados en el presente estudio.

7.3.2. Actividad inhibidora del radical 2,2'-azino-bis (3-

etilbenzotiazolina)-6 sulfonato de amonio (ABTS)
En la capacidad antioxidante ABTS se llevé a cabo con diferentes cantidades de
los extractos liofilizados de los hongos, Yema (0.12); Juan Diego (0.013); Venado
(0.008); Xocoyotl (0.012); Oreja (0.036) y Escobeta (0.019), mg de extracto seco.
Los datos sobresalientes en la actividad antioxidante ABTS se presentaron en los
extractos de los hongos Xocoyotl, Yema y Juan Diego, (402.6+42.4); (367.6£26.0);
(350.3+108 uM E Trolox/mg e.s); respectivamente, ya que estadisticamente
registraron el mismo namero. A continuacion, el hongo Venado (227.8+65.8) y
Oreja (157.1+13.8 uM E Trolox/mg). El extracto del hongo Escobeta presentd la
mas baja cantidad (67.3t54.0 uM E Trolox/mg e.s.) (figura 32). Los valores
obtenidos de la prueba antioxidante ABTS fueron superiores a los publicados para
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en el hongo Tricholoma caligatum el cual present6 el valor de 0.00744 uM E

Trolox/mg (Smolskaite et al. 2014).

Capacidad antioxidante ABTS
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* El asterisco y triangulo significan que no existe diferencia estadistica significativa entre los extractos a nivel de la
capacidad antioxidante con un a= 0.05

Figura 32. Grafica de la capacidad antioxidante ABTS de los extractos de los

hongos silvestres comestibles analizados.

7.3.3. Flavonoides

Para flavonoides totales se utilizaron diferentes cantidades de los extractos
liofilizados de los hongos Yema (5.291); Juan Diego (6.815); Venado (4.926);
Xocoyotl (8.339); Oreja (20.874) y Escobeta (24.859), mg de extracto seco.

En las muestras analizadas los mayores datos de flavonoides totales que se
obtuvieron fueron en los hongos Yema y Venado (17.4+0.6); (15.2+0.4 mg E Q/g
e.s), respectivamente; ya que entre ellos registraron estadisticamente la misma
concentracion. Enseguida, el hongo Juan Diego (12.0+1.5 mg E Q/g e.s); por
altimo, Xocoyotl y Escobeta con (5.31£0.6); (3.2+0.7 mg E Q/g e.s.), registraron la

misma concentracion, siendo el hongo Oreja el de menor valor (2.8£0.07 mg E Q/g
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e.s.) (figura 33). Los valores obtenidos de flavonoides totales son mayores a los
reportados para otros hongos como el macromiceto Boletus edulis (2.766 mg E
Q/g), Hericium erinaceus (0.143 mg E Q/g) y Hypomyces lactiflourum (0.142 mg E

Q/qg), los cuales presentan efectos antioxidantes (Quifiones, 2014).
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* El asterisco y triangulo significan que no existe diferencia estadistica significativa entre los extractos a nivel de flavonoides

totales con un a= 0.05

Figura 33. Grafica de concentraciéon de flavonoides totales presentes en los

extractos de los hongos silvestres comestibles evaluados.

7.3.4. Fenoles totales

En fenoles totales se utilizaron distintas cantidades de extracto de los hongos
liofilizados, Yema (0.270); Venado (0.397); Juan Diego (0.460); Xocoyotl (0.669);
Oreja (0.843) y Escobeta (0.450), mg de extracto seco.

Los datos obtenidos para fenoles totales se presentaron de la siguiente manera,
de mayor a menor: Yema (205.0+9.0); Juan Diego (159.5+7.6) y Venado
(145.3+4.6 mg E AG/g e.s.), los cuales de forma estadistica registraron la misma
concentracion; seguidos de los extractos de los hongos Escobeta (103.7+£14.9),
Xocoyotl (78.5£1.56) y Oreja (38.0+0.2 mg E AG/g e.s.) (figura 34). Los valores
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obtenidos de fenoles totales son mayores a los reportados para otros hongos
como Macrolepiota procera (2.20 mg EAG/g) y Marasmius oreades (1.50 mg E
AG/g) (Herrador, 2014).
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*El asterisco representa que no existe diferencia estadistica significativa entre los extractos a nivel de fenoles totales con un
o= 0.05
Figura 34. Grafica de concentracion de fenoles totales presentes en los extractos

de los hongos silvestres comestibles estudiados.

7.4. Evaluacion farmacolégica
7.4.1. Toxicidad in vitro en Artemia salina

Se colocaron en tubos de ensayo concentraciones de 500, 200, 150, 100, 70, 65,
35y 25 ppm de extracto de cada uno de los hongos silvestres comestibles, a los
cuales se afor6 a 10 ml con salmuera y se agregaron 10 nauplios de Artemia
salina. El ensayo in vitro en Artemia salina mostré cierta toxicidad en varios
extractos, el andlisis de los datos se realizé con el software GraphPad PRISM,
donde se obtuvod la Clsg para cada uno de los extractos, presentando la mayor

toxicidad los hongos Oreja y Juan Diego con 1.5 ppm; el resto de los extractos
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presentaron un Clso muy cercano, Venado 1.6 ppm, Yema 1.8 ppm y Escobeta 1.8
ppm (Tabla 5). Los resultados obtenidos son interesantes si lo comparamos con
los reportados para Tylopilus violatinctus el cual presentd una toxicidad Clso de 51
ppm o pg/ml (Ruiz et al., 2017). Por lo que se decidid probar los extractos con los

mejores valores de toxicidad en este ensayo en lineas celulares de cancer.

Tabla 5. Toxicidad in vitro de los diferentes extractos de los hongos silvestres
comestibles en el modelo de Artemia salina.

Clso. dosis minima de extracto que mata al 50% de Artemia salina
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7.4.2. Citotoxicidad in vitro de los extractos en lineas celulares de cancer

En la prueba de actividad citotoxica en lineas celulares de cancer se utiliz6 como
control positivo vinblastina, encontrando los mejores resultados en el extracto del
hongo Venado en la linea celular MCF-7 (carcinoma de mama) con un IC s, de 1.7
pug/ml; seguido del hongo Oreja en las lineas celulares de cancer MCF-7
(carcinoma de mama) con un ICsp 4.3, HCT15 (carcinoma de colon) con un 1C5¢ 5.9
pg/ml, CaOV3 (adenocarcinoma de ovario) con un ICso 11.9 pg/ml y Hela
(carcinoma cervical) con un ICsy 13.4 pg/ml. El extracto del hongo Xocoyotl
presenté resultados aceptables de ICso de 9.6 pug/ml para PC3 (carcinoma de
prostata) (Tabla 6). El hongo oreja presentd valores mayores a los reportados para
Fusarium moniliforme (5.4 pg/ml) en la linea celular HeLa, mientras que los
hongos Venado y Xocoyolt registraron valores similares a lo encontrado en los
hongos Cylindrocarpon musae (>25 pg/ml), Fusarium oxysporum (>25 ug/ml),
Alternaria citri (>25 pg/ml) y Collestotrichum gloeosporioides (>25 pg/ml) en la

misma linea celular (Castro, 2015).

Tabla 6. Citotoxicidad in vitro de los extractos de los hongos silvestres comestibles

en lineas celulares de cancer.

Oreja (Clitocybe
gibba) 4.3

Xocoyotl (Laccaria
laccata)

Vinblastina (+) - 0.0086 0.012 0.0048 0.0054

*MCF-7 = Carcinoma de mama; HeLa = Carcinoma cervical, HCT-15 = Carcinoma de colon; PC3 = Carcinoma de prostata;

. [ >25 \ 11.9 [
Venado (Amanita
vaginata var. 1.7 >25 24.5
punctata)
\ 9.6 \ >25 \

CaOV3 = Adenocarcinoma de ovario. (+) Control positivo
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Conclusioén

. Los hongos Escobeta (Ramaria apiculata), Oreja (Clitocybe gibba) y
Xocoyotl (Laccaria laccata) contienen una cantidad moderada de

antraquinonas y minima de alcaloides y saponinas.

. La mayor capacidad antioxidante se presentd en el extracto del hongo
Venado (Amanita vaginata var. punctata) en el ensayo DPPH (54.5 mg
EAA/ g e. s.) y el extracto del hongo Xocoyotl (Laccaria laccata) en la
prueba de ABTS (402.6 uM E Trolox/g e. s.).

. Todos los extractos de los hongos estudiados mostraron toxicidad in vitro
en el modelo de Artemia salina, con valores de Clso de 1.5-1.8, excepto el

extracto del hongo Xocoyotl.

. La citotoxicidad in vitro Clso mostro que los extractos de los hongos Venado
(1.7 ppm), Oreja (11.9 ppm) y Xocoyotl (9.6 ppm) tienen efecto importante
en células de cancer MCF-7 (Carcinoma de mama); CaOV3
(Adenocarcinoma de ovario) y PC3 (Carcinoma de préstata),

respectivamente.
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9. Perspectivas del trabajo de investigacion

Es claro que esta primera aproximacion en el estudio de las cepas de hongos
comestibles silvestres presentadas en este trabajo es una primera aproximacion
en la comprension de los beneficios que el consumo de ellos tiene, sin embargo,
es claro que aun queda una gran cantidad de investigacion por realizar. Este
trabajo se centro en el estudio de la fraccibn metandlica de las seis cepas de
hongos estudiados, sin embargo, se debe profundizar en el estudio con otras
fracciones tanto polares como de baja polaridad (agua, acetona, acetato de etilo y
hexano) a fin de identificar algunos compuestos de interés bioldgico.

Otros estudios interesantes serian los enfocados al estudio de farmacologia y
farmacodinamia de los metabolitos encontrados en las distintas fracciones, asi
como los estudios de posible sinergia. Asimismo, seria interesante profundizar en
el estudio de estos extractos y las distintas fracciones en estudios relacionados a
enfermedades con altos indices de morbilidad como la diabetes mellitus, cancer y

obesidad.
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10. Vinculacion del estudio de los hongos comestibles silvestres con la
Promocién de la Salud

Los hongos silvestres comestibles son una parte esencial para las comunidades
que los han utilizado principalmente como fuente de alimentos y algunos en la
medicina tradicional para mantener la salud. Los hongos contienen antioxidantes
naturales, los cuales nos ayudan a contrarrestar el dafio que los radicales libres
ocasionan en las células evitando el surgimiento de enfermedades.

Los radicales libres estan asociados con el estado de salud, en algunos casos
estos radicales libres pueden provocar enfermedades cronicas degenerativas. Si
bien el estudio presentado explora de manera preliminar la capacidad antioxidante
de las seis cepas de hongos estudiados, es importante destacar que, a pesar de
los prometedores resultados, estos no son suficientes para considerar que con
ellos podemos contrarrestar las enfermedades cronicas degenerativas. El presente
trabajo enfoca sus esfuerzos a comprender la composicidbn quimica y explora
algunas capacidades interesantes como las arrojadas en los ensayos de
citotoxicidad frente a lineas celulares de cancer, pero de ninguna manera con los
resultados obtenidos se pretende extender su uso por la poblacion con fines de
curar el cancer.

Los hongos silvestres comestibles contienen nutrimentos importantes y estos
estan al alcance de las comunidades, ademas pueden ser colectados por los
habitantes de estas regiones para su consumo y/o ponerlos en venta a un bajo
costo y con esto generar un ingreso economico.

Los resultados obtenidos en el presente estudio abren una perspectiva importante
para que en un futuro se pueda llegar a tener una vinculacion directa desde alguna

area de accién de la promocion de la salud.
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12.
Anexo 1. Reactivos, materiales y equipos

Anexos

A. Reactivos

Reactivo

Acetato de etilo
Acetato de potasio
Acido clorhidrico
Agua destilada
Buffer de fosfato salino
Carbonato de sodio
Cloruro de aluminio
Cloruro de sodio
Dextrosa
Diclorometano
DPPH

Estandares de pH (4, 7 y 10)

Etanol

Folin Ciocalteu 2N
Grenetina pura

Hidréxido de sodio lentejas
Hidroxido de sodio
Metanol

Placas de silica Gel60 Fys4
Quistes de Artemia salina
Reactivo Dragendorff

Sal para acuario

Marca
Ferm.nt
J.T. Baker
J.T.Baker
J.T. Baker
J.T. Baker
J.T. Baker
La fina
Meyer
J.T. Baker
Sigma
J.T. Baker
J.T. Baker
Sigma
Soriana
Meyer
Clorox
J.T. Baker
Merck
Eclosionazol
Sigma

Aquarium
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B. Equipos

Equipo de laboratorio

Autoclave vertical
Agitador magnético

Bafio Maria

Béascula analitica
Béascula analitica
Béscula granataria
Bascula granataria
Céamara UV

Campana de extraccion
Campana de flujo laminar
Centrifuga

Computadora
Congelador de -20 °C
Espectrofotometro

Horno de microondas
Licuadora

Liofilizador
Microcentrifuga
Micropipetas de volumen variable P2; P20;
P200 y P1000

Parrilla de agitacion y calentamiento
Potenciometro

Reloj

Refrigerador

Rotavapor Basico R-3
Termoblock

Vortex

Marca

Yamato

Thermo scientific
Buche
Adventure
Camry

Ohaus

Camry

UVP Upland
Veco

Labnet

Lenovo

Thermo scientific
Jenway

Mabe

American
Labconco
Thermo scientific
Bio Pette

Thermo scientific
Oakton

Bio-elec

Mabe

Buchi

Dry-Bath

Labnet
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C. Materiales de vidrio

Materiales de vidrio

Frascos de vidrio ¢/ tapa de 900m|

Matraz Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml|
Mortero

Pipeta Pasteur con bulbo

Probeta de vidrio

Tubos de ensaye

Termdmetro

Vaso precipitado de vidrio de 40 a 1000m|
Viales

Cubetas de espectrofotometro

. Materiales de plastico

Materiales de plastico

Charolas para pesado

Coladera de plastico

Cucharas

Embudo de filtracion

Espatula de doble cuchara

Frascos de color &mbar de 50 ml
Gradillas de plastico y metal

Pinzas de diseccion

Probeta de 10, 15, 500 y 1000 ml

Tina de plastico de 3 It

Tubo microcentrifuga de 0.6., 1.5y 2.0 ml
Tubo Falcén de 15y 50 mi

Vaso de precipitado de plastico de 1000 ml
Puntas p/ micropipetas de 2 a 1000 pl

Marca
Pirex
Pirex
Pirex
Pirex
Pirex
Pirex
Pirex
Pirex
Pirex

Pirex

Marca
Corning

Ameérica
Corning

Neptune
Corning
Corning
Neptune
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E. Otros

Material

Algodon

Bolsas de polipapel
Cinta ParafilmM?
Cutter

Etiquetas adheribles
Gasa simple
Marcador

Masking Tape
Palillos tipTAPE

Papel aluminio

Marca
Protec
Reyma
Parafil
Barrilito
Lesa
Pro-Derma
Standtler
Tape
Usero

Alupack
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Anexo 2. Célculos de la capacidad antioxidante DPPH

A. Curva patron acido ascorbico para DPPH

Curva patron de acido ascorbico
1.2

y=-0.0422x + 1.047
R*=0.999

Absorbancia
(=1 =]
o |

o
-

02

0 5 10 15 20 25
Acido ascorbico {ug/ml)

B. Hongo silvestre comestible Yema

Yema
3 0.67 8.74 0.035 | 34.98 | 44.36
£ 0.70 8.06 0.032 | 3223 | 40.87 1.7
E 0.69 8.41 0.034 | 3365 | 42.67
Promedio[0.69]  8.40 0.03 33.61 | 42.63
* Solubilidad
del 78.85 %
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C. Hongo silvestre comestible Juan Diego

Absorbancia

Juan Diego
0.73 7.44 0.03 20.76 | 37.02 33
0.69 8.34 0.03 33.36 | 41.50
0.67 8.74 0.03 3498 | 43.50
Promedio | 0.70|  8.18 0.03 32.70 | 40.67

*Solubilidad del

80.40 %

D. Hongo silvestre comestible Venado

Venado
3 0.57 11.09 0.044 | 4436 | 50.83
& 0.52 12.32 0049 | 4929 | 5648 | 3.2
3 0.52 12.30 0.049 | 49.19 | 56.38
Promedio| 0.54]  11.90 0.04 47.61 | 54.56
* Solubilidad
del 87.25 %




E. Hongo silvestre comestible Xocoyotl

Absorbancia

F. Hongo silvestre comestible Oreja

Absorbancia

Xocoyotl
0.63 9.72 0.03 38.86 44.04
0.62 10.09 0.04 40.38 45.76 1.3
0.61 10.28 0.04 41.14 46.62
Promedio | 0.62| 10.03 0.04 40.12 45.47

* Solubilidad del
88.23 %

Oreja
0.75 6.87 0.007 6.87 9.88
0.71 7.84 0.008 7.84 11.28 0.9
0.70 8.06 0.008 8.06 11.58
Promedio | 0.72 7.59 0.008 7.59 10.91
* Solubilidad del
69.52 %




G. Hongo silvestre comestible Escobeta

Absorbancia

Escobeta
0.455 14.03 0.04 46.76 | 47.66
0.478 13.48 0.04 44.94 | 45.80 1.3
0.487 13.27 0.04 44.23 | 45.08
Promedio | 0.47 | 13.59 0.04 4531 | 46.18

* Solubilidad del
98.11
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Anexo 3. Célculos de la capacidad antioxidante ABTS

A. Curva patron de Trolox

Abs (734 nm)

0.6 -

0.5 A

0.4 -

0.3 A

0.2 -

0.1 -

Curva patron trolox/ABTS

y=-0.0251x+0.5371
R?=0.9907

5 10 15
trolox (pM)

B. Hongo silvestre comestible Yema

Absorbancia

Yema
0.41 4.71 313.68 390.04
0.41 4.82 321.65 37401 | 200°
0.46 2.75 183.53 339.05
Promedio | 0.43 4.09 272.95 367.69
* Solubilidad del
78.85 %
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C. Hongo silvestre comestible Juan Diego

) Juan Diego
S 0.46 2.95 196.81 228.85
: 0.39 5.62 374.77 43578 | 10806
g 0.41 4.98 332.27 386.36
Promedio| 0.42 451 301.28 350.330
*Solubilidad del
80.40 %

D. Hongo silvestre comestible Venado

Venado
S 0.50 1.24 123.90 152.60
= 65.89
£ 0.48 2.08 207.57 255.64
2 0.48 2.24 22351 275.27
Promedio| 0.49 1.85 184.99 227.83
* Solubilidad del
87.25 %




E. Hongo silvestre comestible Xocoyotl

Xocoyotl
S 0.42 451 300.40 378.13
g 42.46
£ 0.42 4.51 300.40 378.13
§ 0.40 5.38 358.83 451.69

Promedio | 0.39 4.79 319.876 | 402.65
* Solubilidad del
88.23 %

F. Hongo silvestre comestible Oreja

Oreja
g 0.40 5.18 12058 [ 14560 | .o,
= 0.38 6.14 153.49 | 172.46 '
g 0.4 5.46 136.55 153.43

Promedio| 0.39 5.59 139.87 | 157.16

* Solubilidad del

69.52 %




G. Hongo silvestre comestible Escobeta

Absorbancia

Escobeta
0.48 2.16 107.77 | 11588 | _, .,
0.50 1.12 55.98 60.19
0.52 0.48 24.10 25.92

Promedio| 0.50 1.25 62.61 67.32

* Solubilidad del
98.11

97



Anexo 4. Célculos de flavonoides totales

A. Curva patrén de quercetina

Curva patrén quercetina

y=0.0071x-0.01
R?=0.9933

*

20

40 60

Quercetina (pg/ml)

100

120

140

B. Hongo silvestre comestible Yema

Absorbancia

Yema
0.73 104.79 16.71 19.81
0.53 76.48 12.20 14.46 0.61
0.67 95.92 15.30 18.13
Promedio 0.64 92.39 14.73 17.46
* solubilidad del
84.31 %
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C. Hongo silvestre comestible Juan Diego

Juan Diego
g 0.66 94.65 10.82 | 13.89
3 0.52 74.93 8.56 10.99 1.58
§ 0.53 77.04 8.80 11.30
< Promedio| 0.57 82.20 9.39 12.06
* solubilidad del
77.88 %

D. Hongo silvestre comestible Venado

Venado
g 0.50 72.96 13.64 | 14.81
g 0.52 75.49 14.11 | 15.32 0.41
2 0.53 77.04 14.40 | 15.64
< |Promedio| 0.52 75.16 14.04 | 15.25
* solubilidad del
92.07 %




E. Hongo silvestre comestible Xocoyotl

Absorbancia

Xocoyotl
0.34 50.42 570 |6.05
0.3 43.66 493 |524| o061
0.27 40.42 457 | 4.85
Promedio| 0.30 44.83 506 |5.37

* solubilidad del
94.23 %

F. Hongo silvestre comestible Oreja

Absorbancia

Oreja
0.42 61.55 2.46 | 2.95
0.40 58.59 2.34 | 281 | 007
0.42 60.70 2.43 | 291
Promedio| 0.41 60.28 2.41 | 2.88

* solubilidad del

83.49 %
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G. Hongo silvestre comestible Escobeta

Absorbancia

Escobeta
0.52 75.35 2.49 3.03
0.46 66.76 2.21 2.69 0.70
0.70 100.56 3.32 4.05
Promedio| 0.56 80.89 2.67 3.25

*solubilidad del
8217 %
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Anexo 5. Calculos de fenoles totales

A. Curva patrén acido galico

1.0
0.9 -

Curva patrén acido galico

y =0.0081x + 0.0763
R2?=0.9538

acido galico (ug/ml)

120

B. Hongo silvestre comestible Yema

Absorbancia

Yema
0.55 52.54 164.19 [19473 |
0.59 56.26 175.83 | 208.54 '
0.60 57.15 178.58 | 211.81

Promedio| 0.58 55.31 172.86 | 205.02

* solubilidad del

84.31 %
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C. Hongo silvestre comestible Juan Diego

Absorbancia

D. Hongo silvestre comestible Venado

Absorbancia

Juan Diego
0.636 60.19 11801 [ 15152 | _
0.698 66.26 129.93 | 166.82 '
0.672 63.72 124.93 | 160.41
Promedio| 0.66 63.38 124.29 | 159.58

* solubilidad del

77.88 %

Venado
0.694 65.87 131.75 | 143.08 4.69
0.73 69.40 138.80 | 150.74
0.69 65.48 130.96 | 142.23
Promedio | 0.70 66.91 133.83 | 145.34

* solubilidad del
92.07 %
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E. Hongo silvestre comestible Xocoyotl

Absorbancia

F. Hongo silvestre comestible Oreja

Absorbancia

Xocoyotl
0.565 53.23 7497 | 7956 | .
0.564 53.13 74.83 | 79.41
0.546 51.36 7234 | 76.77
Promedio| 0.55 52.57 74.04 | 7857

* solubilidad del
94.23 %

Oreja
0.34 31.85 3154 |37.77 | .o
0.35 32.15 31.83 | 38.12
0.35 32.15 31.83 | 38.12
Promedio| 0.34 32.04 31.73 | 38.00

* solubilidad del
83.49 %
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G. Hongo silvestre comestible Escobeta

Absorbancia

Escobeta
0.41 38.91 7630 | 8647 | ., oo
0.54 50.87 99.75 | 113.05
0.53 50.28 98.60 | 111.74
Promedio| 0.49 46.69 91.54 | 103.75

*solubilidad del
8217 %

105



Anexo 6. Toxicidad in vitro en Artemia salina

A. Datos de toxicidad in vitro en Artemia salina*

Extracto | Yema | Venado |J.D Oreja Xocoyotl | Escobet | Control
a
500 ppm | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0
200 ppm | 41.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.0 100.0
150 ppm | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0
100 ppm | 37.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0
70 ppm | 0.0 0.0 58.0 0.0 0.0 0.0 100.0
65 ppm | 0.0 33.0 0.0 25.0 21.0 0.0 100.0
50 ppm | 83.0 16.0 54.0 37.0 25.0 91.0 100.0
35ppm | 0.0 0.0 83.0 0.0 0.0 0.0 100.0
25ppm | 0.0 79.0 0.0 71.0 54.0 0.0 100.0

*Valores promedio del triplicado de cada uno de los extractos.
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B. Curvas de Clsg de toxicidad in vitro en el modelo de Artemia salina

Concentracion

807 -» Yema 809 -« Venado
Clsp= 1.8 ppm
g 60 g e Clgo = 1.6 ppm
o c
= g
E 404 E 40
o =
-}
& 20 ® 204
0 T T W 1 0 T T — d
1.5 2.0 25 3.0 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Concentracion Concentracion
807  —» Juan Diego 807 -+ Oreja
o g0 5 50
2 Clso = 1.5 ppm g Clso = 1.5 ppm
Z 404 3
3 8
8 & 204
n 204
0 T T T \
0 T T — S 1.0 15 2.0 2.5 3.0
1.0 15 2.0 2.5 3.0
.. Concentracion
Concentracion
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2
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Anexo 7. Andlisis estadistico

ANOVA Simple - DPPH por Hongo
Variable dependiente: DPPH
Factor: Hongo

Numero de observaciones: 18
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para DPPH. Construye varias pruebas y graficas para
comparar los valores medios de DPPH para los 6 diferentes niveles de Hongo. La prueba-F en la tabla ANOVA
determinara si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Muiltiples le diran cuales
medias son significativamente diferentes de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir la Prueba
de Kruskal-Wallis la cual compara las medianas en lugar de las medias. Las diferentes graficas le ayudaran a juzgar la
significancia practica de los resultados, asi como le permitiran buscar posibles violaciones de los supuestos subyacentes
en el andlisis de varianza.

Tabla ANOVA para DPPH por Hongo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |3400.89 5 680.178 141.54 0.0000
Intra grupos 57.6669 12 |4.80558

Total (Corr.) |3458.56 17

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de DPPH en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente
dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 141.539, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el
estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de DPPH entre un nivel de Hongo y otro, con un nivel del 95.0% de
confianza. Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Mdltiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Hongo
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Hongo Casos |Media Grupos Homogéneos
Oreja 3 109133 |X

J.D. 3 40.6733 X

Yema 3 42.6333 X

Xocoyotl |3 45.4733 X

Escobeta |3 46.18 X

Venado 3 54.5633 X

Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites
Escobeta - J.D. 5.50667 6.01292
Escobeta - Oreja * 35.2667 6.01292
Escobeta - VVenado * -8.38333 6.01292
Escobeta - Xocoyotl 0.706667 6.01292
Escobeta - Yema 3.54667 6.01292
J.D. - Oreja * 29.76 6.01292
J.D. - Venado * -13.89 6.01292
J.D. - Xocoyotl -4.8 6.01292
J.D. - Yema -1.96 6.01292
Oreja - Venado * -43.65 6.01292
Oreja - Xocoyotl * -34.56 6.01292
Oreja - Yema * -31.72 6.01292
Venado - Xocoyotl * 9.09 6.01292
Venado - Yema * 11.93 6.01292
Xocoyotl - Yema 2.84 6.01292

* indica una diferencia significativa.
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El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco
que se encuentra al lado de los 9 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
decir que uno o0 mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

ANOVA Simple - ABTS por Hongo
Variable dependiente: ABTS
Factor: Hongo

Numero de observaciones: 18
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para ABTS. Construye varias pruebas y gréaficas para
comparar los valores medios de ABTS para los 6 diferentes niveles de Hongo. La prueba-F en la tabla ANOVA
determinard si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Multiples le diran cuales
medias son significativamente diferentes de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir la Prueba
de Kruskal-Wallis la cual compara las medianas en lugar de las medias. Las diferentes gréaficas le ayudaran a juzgar la
significancia practica de los resultados, asi como le permitiran buscar posibles violaciones de los supuestos subyacentes
en el andlisis de varianza.

Tabla ANOVA para ABTS por Hongo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos (266434, 5 53286.7 15.40 0.0001
Intra grupos 415124 12 |3459.36

Total (Corr.) |307946. 17

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de ABTS en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente
dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 15.4036, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el
estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de ABTS entre un nivel de Hongo y otro, con un nivel del 95.0% de
confianza. Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Maltiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para ABTS por Hongo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Hongo Casos |Media Grupos Homogéneos
Escobeta |3 67.33 X

Oreja 3 157.163 [xXX

Venado 3 227.837 X

J.D. 3 350.33 X

Yema 3 367.7 X

Xocoyotl |3 402.65 X

Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites
Escobeta - J.D. * -283.0 104.634
Escobeta - Oreja -89.8333 104.634
Escobeta - Venado * -160.507 104.634
Escobeta - Xocoyotl * -335.32 104.634
Escobeta - Yema * -300.37 104.634
J.D. - Oreja * 193.167 104.634
J.D. - Venado * 122.493 104.634
J.D. - Xocoyotl -52.32 104.634
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J.D. - Yema -17.37 104.634

Oreja - Venado -70.6733 104.634

Oreja - Xocoyotl -245.487 104.634

Oreja - Yema -210.537 104.634

Venado - Xocoyotl -174.813 104.634

[ %] *| *

Venado - Yema -139.863 104.634

Xocoyotl - Yema 34.95 104.634

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco
que se encuentra al lado de los 10 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que
cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

ANOVA Simple - FENOLES por Hongo
Variable dependiente: FENOLES
Factor: Hongo

Numero de observaciones: 18
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para FENOLES. Construye varias pruebas y graficas para
comparar los valores medios de FENOLES para los 6 diferentes niveles de Hongo. La prueba-F en la tabla ANOVA
determinaré si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Mdltiples le diran cuéles
medias son significativamente diferentes de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir la Prueba
de Kruskal-Wallis la cual compara las medianas en lugar de las medias. Las diferentes gréficas le ayudaran a juzgar la
significancia practica de los resultados, asi como le permitiran buscar posibles violaciones de los supuestos subyacentes
en el andlisis de varianza.

Tabla ANOVA para FENOLES por Hongo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |54373.1 5 10874.6 167.23 0.0000
Intra grupos 780.323 12 [65.027

Total (Corr.) |55153.4 17

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de FENOLES en dos componentes: un componente entre-grupos y un
componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 167.232, es el cociente entre el estimado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de FENOLES entre un nivel de Hongo y otro, con un nivel del 95.0% de
confianza. Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Maltiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para FENOLES por Hongo

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Hongo Casos |Media Grupos Homogéneos
Oreja 3 38.0033 (X

Xocoyotl |3 78.58 X

Escobeta |3 103.753 X

Venado 3 145.35 X

J.D. 3 159.583 X

Yema 3 205.027 X
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Contraste Sig. [Diferencia |+/- Limites
Escobeta - J.D. * -55.83 14.3457
Escobeta - Oreja * 65.75 14.3457
Escobeta - Venado * -41.5967 14.3457
Escobeta - Xocoyotl * 25.1733 14.3457
Escobeta - Yema * -101.273 14.3457
J.D. - Oreja * 121.58 14.3457
J.D. - Venado 14.2333 14.3457
J.D. - Xocoyotl * 81.0033 14.3457
J.D. - Yema * -45.4433 14.3457
Oreja - Venado * -107.347 14.3457
Oreja - Xocoyotl * -40.5767 14.3457
Oreja - Yema * -167.023 14.3457
Venado - Xocoyotl * 66.77 14.3457
Venado - Yema * -59.6767 14.3457
Xocoyotl - Yema * -126.447 14.3457

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco
que se encuentra al lado de los 14 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 5 grupos homogéneos segln la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que
cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

ANOVA Simple - FLAVONOIDES por Hongo
Variable dependiente: FLAVONOIDES
Factor: Hongo

Numero de observaciones: 18
Numero de niveles: 6

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para FLAVONOIDES. Construye varias pruebas y
graficas para comparar los valores medios de FLAVONOIDES para los 6 diferentes niveles de Hongo. La prueba-F en la
tabla ANOVA determinard si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Multiples
le dirdn cuales medias son significativamente diferentes de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede
elegir la Prueba de Kruskal-Wallis la cual compara las medianas en lugar de las medias. Las diferentes graficas le
ayudaran a juzgar la significancia practica de los resultados, asi como le permitiran buscar posibles violaciones de los
supuestos subyacentes en el andlisis de varianza.

Tabla ANOVA para FLAVONOIDES por Hongo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  |608.181 5 121.636 65.88 0.0000
Intra grupos 22.1548 12 11.84623

Total (Corr.) |630.336 17

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de FLAVONOIDES en dos componentes: un componente entre-grupos y un
componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 65.8834, es el cociente entre el estimado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de FLAVONOIDES entre un nivel de Hongo y otro, con un nivel del 95.0%
de confianza. Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Mdltiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.
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Pruebas de Mltiple Rangos para FLAVONOIDES por Hongo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Hongo Casos |Media Grupos Homogéneos
Oreja 3 2.89 X

Escobeta |3 3.25667 |XX

Xocoyotl |3 5.38 X

J.D. 3 12.06 X

Venado 3 15.2567 X

Yema 3 17.4667 X

Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites
Escobeta - J.D. * -8.80333 2.41723
Escobeta - Oreja 0.366667 2.41723
Escobeta - Venado * -12.0 2.41723
Escobeta - Xocoyotl -2.12333 2.41723
Escobeta - Yema * -14.21 241723
J.D. - Oreja * 9.17 2.41723
J.D. - Venado * -3.19667 2.41723
J.D. - Xocoyotl * 6.68 241723
J.D. - Yema * -5.40667 2.41723
Oreja - Venado * -12.3667 2.41723
Oreja - Xocoyotl * -2.49 2.41723
Oreja - Yema * -14.5767 241723
Venado - Xocoyotl * 9.87667 241723
Venado - Yema -2.21 2.41723
Xocoyotl - Yema * -12.0867 2.41723

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles medias son significativamente

diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco
que se encuentra al lado de los 12 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un

nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 4 grupos homogéneos segln la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el

procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que

cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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