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RESUMEN

Los hongos poseen un gran potencial para ser usados como
medicina natural y representan un importante recurso nutra-
céutico. Morchella es uno de los géneros de hongos comesti-
bles altamente valorados en el mundo. En este trabajo se eva-
luaron las propiedades nutracéuticas de M. vulgaris, el cual
fue identificado por caracterizacion macroscopica y por se-
cuenciacion de la region ITS del ARNr. Se utilizaron los cuer-
pos fructiferos del hongo para realizar dos extractos, uno me-
tandlico y otro acuoso. Se encontré que el cuerpo fructifero
del hongo contine un 2,6% de vitamina C, 8,2% de proteinas
v 254% de carbohidratos. Ademas contiene dcidos linoleico
(51,18%), oleico (24,54%) y palmitico con 2,7%. Se realizaron
pruebas de actividad biologica sobre 15 cepas bacterianas. El
extracto acuoso mostro actividad contra seis cepas y el me-

tandlico contra dos, siendo mas sensibles las bacterias Gram
positivas. También se evaluo la actividad sobre seis cepas de
hongos filamentosos, los que fueron inhibidos por ambos ex-
tractos, siendo la mas sensible Trichophyton mentagrophytes
(CF,s= 7,3ug'ml’). En cuanto a capacidad antioxidante, el ex-
tracto metandlico reduce el DPPH (CAs, de 53,17ug-ml), mien-
tras que el acuoso obtuvo una CAs, de 43,23ug'ml’. Se cuanti-
ficaron 4,5ug de flavonoides totales por 1g de extracto metano-
lico, mientras que el extracto acuoso contienel3,25ug-g”; final-
mente, se encontro que el cuerpo fructifero contiene fenoles,
dcidos fenolicos, cumarinas y anillos aromaticos con carbonilo
unido y una o dos sustituciones. De acuerdo con el Instituto
Nacional de Cancer (NCI) de los EEUU, ninguno de los ex-
tractos son toxicos.

Introduccion

Durante miles de afios, los
hongos han sido valorados por
la humanidad como un recur-
so comestible y medicinal
(Wasser, 2002). La aplicacion
de los hongos como medica-
mentos se remonta al afo
3000 a.C. (Moradali et al.,
2007). En la medicina popular
mexicana, son varias las espe-
cies de hongos macroscopicos
que se emplean para el trata-
miento de heridas en la piel,
hemorragias, disenteria, estre-

fiimientos, Ulceras, granos, etc.
(Diaz-Barriga, 2002). Recien-
temente los hongos son consi-
derados por ser un buen antio-
xidante natural, por la varie-
dad de acidos que contienen
(Kalyoncu et al., 2010). Esto
es de importancia ya que mu-
chas enfermedades degenerati-
vas son asociadas a que radi-
cales libres provocan estrés
oxidativo en el ADN, protei-
nas y otras macromoléculas,
desencadenando reacciones no
deseables que pueden conducir
al desarrollo de padecimientos

como cancer, problemas car-
diovasculares y el natural en-
vejecimiento. Los antioxidan-
tes son compuestos que por su
estructura quimica reducen la
formacion de radicales libres y
previenen o permiten tratar
enfermedades causadas por el
estrés oxidativo (Tsutani y
Takuman, 2008). Ademas, los
hongos pueden ser usados
como un buen recurso antibio-
tico (Kalyoncu et al., 2010), ya
que las enfermedades infeccio-
sas representan unas de las
causas de mayor mortalidad en

los humanos; para el control de
los patogenos que las ocasionan
se utilizan numerosos antibioti-
cos, sin embargo la resistencia
a éstos ha incrementado los
problemas de salud publica. La
actividad antibiotica de los ma-
cromicetos esta poco documen-
tada, siendo que desde la anti-
gliedad, en Grecia y Roma, se
utilizaban hongos macromicetos
como alimento y como medica-
mento, por lo que estas espe-
cies de hongos podrian ser
fuentes de nuevos antibidticos
(Yamac y Bilgili, 2006).
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SUMMARY

Mushrooms have a great potential to be used as natural
medicine and represent an important nutraceutical resource.
Morchella is one of the genres of edible mushrooms highly val-
ued in the world. In this study, the nutraceutical properties of
M. vulgaris were evaluated. The species was identified by mac-
roscopic characterization and by sequencing of the ITS region
from its RNAr. Fruitful bodies of this mushroom were used to
produce two extracts, one with methanol and another with wa-
ter. It was found that the fruiting body of the mushroom con-
tained 2.6% of vitamin C, 8.2% of proteins and 25.4% of car-
bohydrates. In addition, they contain linoleic acid (51.18%),
oleic acid (24.54%) and palmitic acid (2.7%). Biological activ-
ity tests on 15 bacterial strains were assayed, the aqueous ex-

tract showed activity against 6 strains, whereas the methanol
one over 2 of them, Gram-positive bacteria being more sensi-
tive. Activity against 6 strains of filamentous fungi was also as-
sayed and were inhibited by both extracts, Trichophyton menta-
grophytes being the most sensitive (CF,;= 7.3ug-ml?). Regard-
ing antioxidant capacity, methanol extract reduces the DPPH
(ACs, 53.17ug'ml’) whereas the aqueous one obtained a ACs, of
43.23ug'ml. Total flavonoids per g of methanol extract amount-
ed to 4.5ug while the aqueous extract contains 13.25ug-g". The
fruitin body was found to contain phenols, phenolic acids, cou-
marins and aromatic rings with attached carbonyl and one or
two substitutions. According to the USA National Institute of
Cancer (NCI) none of the extracts are toxic.
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RESUMO

Os fungos possuem um grande potencial para ser usados como
medicina natural e representam um importante recurso nutracéu-
tico. Morchella é um dos géneros de fungos comestiveis altamente
valorizados no mundo. Neste trabalho se avaliaram as proprieda-
des nutracéuticas de M. vulgaris, o qual foi identificado por ca-
racteriza¢do macroscopica e por sequenciamento da regido ITS
do rDNA. Utilizaram-se os corpos frutiferos do fungo para rea-
lizar dois extratos, um metanolico e outro aquoso. Foi observado
que o corpo frutifero do fungo contém 2,6% de vitamina C, 8,2%
de proteinas e 25,4% de carboidratos. Além disso contém dcido
linoléico (51,18%), oléico (24,54%) e palmitico com 2,7%. Foram
realizadas provas de atividade biologica sobre 15 cepas bacteria-
nas. O extrato aquoso mostrou atividade firente a seis cepas e o

metandlico frente a dois, sendo mais sensiveis as bactérias Gram
positivas. Também se avaliou a atividade sobre seis cepas de fun-
gos filamentosos, os que foram inibidos por ambos extratos, sendo
a mais sensivel Trichophyton mentagrophytes (CF,s= 7 3ugml?).
Em relagdo a capacidade antioxidante, o extrato metandlico re-
duz o DPPH (CAs, de 53,17ug'ml’), enquanto que o aquoso obteve
uma CAs, de 43,23ug'ml’. Quantificaram-se 4,5ug de flavondides
totais por Ig de extrato metandlico, enquanto que o extrato aquo-
so contéml3,25ug-g”; finalmente, se observou que o corpo frutife-
ro contém fendis, acidos fendlicos, cumarinas e anéis aromdticos
com carbonila unidos e uma ou duas substituicées. De acordo
com e o Instituto Nacional de Cancer (NCI) dos EEUU, nenhum
dos extratos sdo toxicos.

Por otra parte, la tradicion
de comer hongos en México
tiene raices ancestrales que
datan de la época prehispanica
(Guzman, 1978), ya que éstos
tienen un gran potencial para
ser usados como una fuente de
alimento nutricionalmente Opti-
mo y como una medicina con
actividad bioldgica, fisiologica-
mente benéfica y no toxica. Es
por esto que los hongos silves-
tres se estan volviendo impor-
tantes en la dieta, por sus ca-
racteristicas nutricionales y
farmacologicas (Barros et al.,
2007b). Ademas, tienen impor-
tancia etnomicologica porque
constituyen un alimento muy
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estimado por los indigenas de
diversos grupos étnicos y, en
general, por los campesinos de
las regiones donde se desarro-
llan (Herrera y Ulloa, 1990), y
contienen una enorme diversi-
dad de biomoléculas con pro-
piedades nutricionales y/o bio-
activas. Debido a estas propie-
dades, son reconocidos como
un alimento funcional, un va-
lioso recurso nutracéutico y de
medicina natural (Heleno
et al., 2013).

Un nutracéutico puede ser
definido como una substancia
que puede ser considerada un
alimento o parte de un alimen-
to y que provee beneficios,

médicos o a la salud, como la
prevencion y tratamiento de
enfermedades (Andlauer y
Furst, 2002).

La capacidad de algunos de
los alimentos para reducir el
riesgo de enfermedades croni-
cas se ha asociado, al menos
en parte, a la ocurrencia de
metabolitos secundarios (fito-
quimicos) que se ha demostra-
do ejercen una amplia gama de
actividades biologicas. En ge-
neral, estos metabolitos tienen
una baja potencia como com-
puestos bioactivos en compara-
cion a las drogas farmacéu-
ticas, pero cuando se ingieren
con regularidad y en canti-

dades significativas, como parte
de la dieta, pueden tener un
efecto fisiologico perceptible a
largo plazo (Espin et al., 2007).

Se ha reportado que muchos
tipos de hongos comestibles y
medicinales tienen actividades
fisiologicas como antioxidante,
antitumorales (He et al., 2012),
anti-inflamatoria, y antimicro-
biana. Tal es el caso de algu-
nas especies de Morchella
(Alves et al., 2012) que han
atraido a micologos debido al
alto valor comercial, apariencia
y a su buen sabor, con el pro-
posito de aplicarlo como medi-
cina (Prasad et al., 2002), ade-
mas de ser uno de los géneros
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de hongos comestibles altamen-
te valorados en el mundo
(Heleno et al., 2013). Sin em-
bargo, en México hay pocos
estudios acerca de las propie-
dades medicinales y el conteni-
do nutricional de los hongos y
en especial del género
Morchella, por lo que es me-
nester realizar mas estudios de
este tipo para conocer mejor
nuestros recursos naturales.

Materiales y Métodos
Obtencion de los hongos

Los cuerpos fructiferos de
M. vulgaris fueron adquiridos
en ¢l mes de octubre de 2014,
en Santa Ana Jilotzingo,
Estado de México, a un ‘hon-
guero’ local, quien sefald la
zona de colecta (19°31’48”°N,
99°26°34°0). Se realiz6 el de-
posito de un ejemplar al
Herbario MEXU (N° 29003).

Identificacion del hongo

Para la identificacion median-
te técnicas moleculares utilizan-
do Ia region ITS del ARNT, se
extrajo el ADN de 10 ejempla-
res del hongo elegidos al azar,
siguiendo el protocolo descrito
por MoBio™ con el kit de ex-
traccion Ultra Clean Plant DNA
Isolation, pulverizando 0,1g de
muestra de tejido con nitrogeno.
A partir del ADN extraido, se
amplificé la region ITS del
ARNr del organismo, mediante
reaccion en cadena de la polime-
rasa (), con los primers ITSS
GGAAGTAAAAGTCGTA
ACAAGG e ITS4 TCCTCCG
CTTATTGATATGC (White
et al., 1990). La PCR se llevo
cabo en un termociclador T100
de BIO-RAD™, bajo las siguien-
tes condiciones: 95°C 1min; 30
ciclos de 1min a 95°C, 53°C
Imin, 72°C 1min; 72°C 7min;
4°C (continuo), utilizando 0,125ul
de la DNA polimerasa de
MyTag™ (SU/ul), y Sul de Buffer
5X MyTaq™ (Bioline). Se utiliza-
ron 2ul de una mezcla de los
primers ITS 4 ¢ ITS 5 de Sigma
Aldrich (10uM) y 1,5ul del ADN
aislado en 16,5ul de H,O por
reaccion.

La secuencia del amplicon
fue obtenida con el secuen-
ciador ABI/Hitachi 3130XL (16

capilares) de Genetic Analizer
en el laboratorio de secuencia-
cion de la Facultad de Estudios
Superiores (FES) Iztacala,
UNAM). Dicha secuencia se
analizé y edité empleando el
software Geneious R7. Una vez
editada se compar6 con las
secuencias de la base de datos
del Centro Nacional para la
Informaciéon de la Biotec-
nologia (NCBI, GenBank), me-
diante la busqueda BLAST
para caracterizar al ejemplar.

Obtencion de los extractos

Los extractos del hongo fue-
ron obtenidos por el método de
maceracion (Dominguez, 1973).
Se hizo una extraccion secuen-
cial, primero un extracto meta-
noélico y posteriormente uno
acuoso. Los cuerpos fructiferos
secos (73,95g) se colocaron en
trozos en un matraz con meta-
nol (hongo:solvente 1:5; metanol
RA 99,9% Fermont), se obtuvo
el extracto metanolico crudo, el
cual se filtrd y destild a presion
reducida en un rotavapor
(90rpm, 60°C; marca IKA
HBI10). El extracto se coloco en
un recipiente de vidrio con la
finalidad de completar la eva-
poracion del solvente. Después,
la misma cantidad de hongo se
macer6 con agua, se filtrd y se
evapord en una charola de vi-
drio sobre una parrilla (60°C)
con agitacion constante. El ren-
dimiento de los extractos se
determinod por diferencia de
peso con relacion al peso seco
del hongo, obteniendo dos ex-
tractos: MM: Fraccion metano-
lica y MA: Fraccion acuosa.

Cuantificacion de
carbohidratos

Se realizd la extraccion de
carbohidratos utilizando 1g del
cuerpo fructifero deshidratado
y se hizo la cuantificacion por
el método de Nelson-Somogy
(Gonzalez y Pefialosa, 2000)
utilizando 1ml de la muestra
problema y glucosa (200pg:
ml!) como patron.

Determinacion de
carbohidratos mediante HPLC

Para la determinacion de
carbohidratos mediante croma-
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tografia liquida de alta resolu-
cion (HPLC) se utilizé agua
destilada como fase movil y
los patrones glucosa, fructosa,
sacarosa, inulina y maltosa
(Sigma). La preparacion de la
muestra consistiéo en colocar
Img del cuerpo fructifero seco
en 10ml de agua destilada,
centrifugar a 14000rpm por
Smin e inyectar 20ul en un
HPLC marca Agilent series
1100 con detector de indice de
refraccion y una columna para
carbohidratos Supelcogel CA
(Sigma Aldrich) de 30cmx
7,8cm de diametro interno,
utilizando como fase movil
agua bidestilada, flujo constan-
te de 13ml'min?! a 80°C y
tiempo de recorrido total de
I5min. Una vez corrida la
muestra se compar6 y cuantifi-
c6 la concentracion de cada
azlcar presente segln el area
bajo la curva.

Cuantificacion de proteinas
solubles por el método de
Bradford

En este caso se realizé la
extraccion a partir de lg del
cuerpo fructifero fresco, adi-
cionando 20ml de mezcla me-
tanol/cloroformo/agua 12:5:3
v/v, se homogeneizé el tejido
en un mortero frio, y se centri-
fugd a 5000rpm, colectando el
sobrenadante. Se re-extrajo el
residuo agitandolo Smin con
otros 5ml de mezcla metanol/
cloroformo/agua. Se centrifugd
y se juntd este segundo sobre-
nadante con el primero. Se
agregd Iml de cloroformo y
luego 1,5ml de agua; se centri-
fugd para separar las dos fases
y se retird la fase cloroformica.
El sobrenadante contiene las
proteinas, que fueron cuantifi-
cacion por el método de
Bradford, utilizando como pa-
tréon albumina bovina sérica
100pg'ml! y un espectrofoto-
metro a 595nm (Gonzalez y
Penalosa, 2000).

Determinacion de lipidos

Los lipidos fueron determi-
nados utilizando un cromato6-
grafo de gases Modelo 6850
acoplado a un espectrometro
de masas modelo 5975C, am-
bos de Agilent Technologies.

Se empled una columna capilar
de 30m x 0,25mm de diametro
con 25um de pelicula y un
flujo inicial de 1,0ml'min';
horno a temperatura inicial de
70°C durante 2min; primer
rampa de calentamiento a
250°C y segunda a 300°C por
un tiempo de 28,25min; modo
de inyeccion split con rela-
cion 50,4:1; flujo del split
49,9ml'min’!; temperatura ini-
cial de 250°C; detector con
290°C; impacto electrénico con
energia de 70eV; rango de
masa: 35 a 600m-z'; barrido
completo; y helio como gas de
arrastre.

Se realizé una esterificacion
de los extractos. El primer ex-
tracto fue una muestra de hon-
go seco que se dejo en hexano
durante una semana; se tomo
de este 3ml y del extracto me-
tandlico se tomaron Smg. Los
3ml del extracto hexanico y los
Smg del metandlico por separa-
do se colocaron en 100ul de un
estandar interno (acido hepta-
decanoico) que se dejo evapo-
rar y se le agregaron 500ul de
trifloruro de boro al 12%. La
mezcla se calentd en agua hir-
viendo por 20min. Se le agre-
garon 500ul de H,O y 500pl
de hexano.

La identificacion de los com-
puestos volatiles se realizo, a
partir de la inyeccion de 2ul
de la muestra, empleando la
base de datos de la biblioteca
NIST Version 8.0

Cuantificacion del acido
ascorbico

El acido ascorbico (vitamina
C) fue cuantificado por titula-
cion con el indicador 2,6-diclo-
rofenolindofenol, el cual es re-
ducido por el acido ascorbico a
una forma incolora. Se coloca-
ron 2ml de una solucioén patron
de acido ascorbico en un ma-
traz Erlenmeyer de 250ml, se
adicionaron 10ml de acido acé-
tico al 10% y 50ml de agua
destilada. Se tituld este conte-
nido con la solucion del indica-
dor hasta que un color ligera-
mente rosado persistiera por
15s. Se calcularon los mg de
acido ascorbico equivalentes a
Iml de indicador. Para el cuer-
po fructifero se titularon 2ml y
se siguid el mismo procedi-
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miento que con el patréon. Se
calculd la cantidad de acido
ascorbico en porcentaje por
cada g de cuerpo fructifero
(Murillo, 2006).

Pruebas biologicas

Evaluacion de la actividad an-
tibacteriana. Se utilizaron 14
cepas bacterianas de importan-
cia médica para realizar una
evaluacion cualitativa, de
acuerdo con el método de difu-
sion en agar de Kirby-Baiier.
Se ensayaron siete cepas Gram
positivas: Streptococcus mutans
(ATCC 35668), Staphylococcus
aureus (ATCC 12398), Staphy-
lococcus epidermidis (ATCC
35984), Staphylococcus epider-
midis (donada por la FES
Cuautitlan), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228, do-
nada por la Clinica Univer-
sitaria de Salud Integral
(CUSI), Iztacala), Actinomyces
viscosus (WFCC 449), Entero-
coccus faecalis (CDBB-B1533)
y siete cepas Gram negativas:
Pseudomonas  aeruginosa
(CDBB-B-999), Pantoea agglo-
merans (CDBB-B-959), Entero-
bacter aerogenes (CDBB-
B-958), Proteus miriabilis
(caso clinico, donada por el
Hospital Angeles), Escherichia
coli (caso clinico, donada por
la CUSI-Iztacala), Vibrio chole-
rae (caso clinico) y Vibrio cho-
lerae (CDC V12 (EI Tor)).

En cada caso se impregnaron
sensidiscos (Whatman N° 1;
6mm de diametro) con
2mg/10ul del extracto a probar;
como control positivo se utili-
zaron sensidiscos con 25ug de
cloramfenicol y como control
negativo sensidiscos con 10ul
del solvente empleado para di-
luir el extracto a evaluar
(Vanden-Berghe y Vlietinck,
1991). Se incubaron durante
24h a 36°C, para posteriormen-
te determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bacteri-
cida (CMB). Se utilizé la mi-
crotécnica de dilucion en caldo
(Miieller-Hinton), en donde las
concentraciones empleadas fue-
ron: 12, 10, 8, 6, 4, 2 y
Img'ml!. Las cajas se inocula-
ron con 50ul del cultivo bacte-
riano a una concentracion de
1x10° UFC/ml y se incubaron
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durante 24h a 36°C (Koneman
et al., 1985). Cada bioensayo
se realizo por triplicado.

Evaluacion de la actividad
antifungica. Se utilizaron seis
cepas de hongos filamentosos
con importancia médica y
agricola: Fusarium sporotri-
chioides (NRLL3299) Fusa-
rium moniliforme (CDBB-
H-265), Trichophyton menta-
grophytes (CDBB-H-1112),
Aspergillus sp. (donada por
Rodolfo de la Torre Almaraz,
Laboratorio de Microbiologia
de la UBIPRO, FES Iztacala),
Aspergillus niger (CDBB-H-
179), y Rhizoctonia lilacina
(CDBB-H-306). Se llevo a
cabo la evaluacion cualitativa
con la técnica de inhibicidn
del crecimiento radial, utili-
zando una concentracion de
2mg por sensidisco de los ex-
tractos a probar, como control
positivo Ketoconazol (7ug) y
como control negativo se utili-
zaron sensidiscos impregnados
con 10ul del solvente utilizado
para disolver los extractos
(Wang y Bun, 2002). Poste-
riormente se determind la con-
centracion fungicida media
(CFsy) y la concentracion fun-
gicida minima (CFM), con el
método de inhibicion del cre-
cimiento radial (Wang y Bun,
2002) utilizando 6,0; 4.,0; 2,0;
1,0; 0,5 y 0,25mg-ml! de los
extractos a probar. Cada bioen-
sayo se realizd por triplicado.

Capacidad antioxidante

Se evalud con el método de
reduccion del radical 2,2-difenil-
1-picrilhidracil (DPPH). Se de-
termino la capacidad antioxidan-
te media (CAs), utilizando con-
centraciones desde 2 a
100pg'ml?. Como control positi-
vo se utilizé catequina a las
mismas concentraciones que el
compuesto problema. Como
blanco se utilizaron pozos con
200ul de MeOH grado HPLC y
la concentracion del DPPH fue
0,004%. Se midi6 la absorbancia
a 517nm (Okusa et al., 2007).
Cada determinacion se realizd
con cinco repeticiones. La CA,,
se determiné segun un modelo
lineal, calculando la concentra-
cion necesaria del extracto para
reducir el 50% del DPPH.

Determinacion de metabolitos
secundarios

Esta se realiz6 mediante cro-
matografia liquida de alta reso-
lucion. La preparacion de la
muestra consistio en pesar 3mg
de los extractos y disolverlos
en 600ul de agua destilada
para inyectar 25ul en el HPLC
marca Agilent series 1100, con
una columna Allsphere ODS-1
(250%x4,6mm), corrida isocratica
con mezcla de MeOH-
acetonitrilo-agua (25-25-50) y
flujo de Iml'min. Detector de
arreglo de diodos (DAD), lon-
gitud de onda de 260nm con
barrido completo de 200-
400nm. Una vez corrida la
muestra se obtuvieron los cro-
matogramas y los espectros de
absorcion UV de cada com-
puesto detectado, datos con los
que se determin¢ el tipo de
compuesto con base a Dey y
Harborne (1989).

Flavonoides totales

El contenido de flavonoides
totales se determind usando
una curva patréon con querce-
tina (0-100mg-1'!). Se tomod
10mg de cada extracto en Sml
de metanol y se mezcld 1ml
de los problemas con 1ml de
cloruro de aluminio (AICI;),
realizando esto por triplicado.
Después de 10min de reaccion
a temperatura ambiente, se
determind la absorbancia a
415nm (Ramamoorthy y Bono,
2007).

Citotoxicidad

La linea de células humanas
de carcinoma cervical (Ca Ski),
fueron obtenidas de American
Tissue Culture Collection. Las
células fueron mantenidas en
medio DMEM-F12 (Sigma),
suplementado con suero fetal
bovino al 10% (Gibco),
100pg 'ml! de anfotericina B
(Gibco) y 50pg'ml! de fungi-
zona (Gibco). Las células se
cultivaron en una incubadora
con atmodsfera de 5% CO, a
37°C. Las células se despega-
ron utilizando Tripsina-Verseno
0,5%. Se sembraron las células
en una placa de cultivo de 96
pozos a una densidad de 15000
células por pozo y se dejaron

incubando por 2h antes del
tratamiento. Luego, las células
fueron tratadas con diferentes
concentraciones de los extrac-
tos (20-0,019mg-ml') de M.
Vulgaris. Los ensayos se reali-
zaron por triplicado. Las placas
fueron incubadas por 48h en
5% CO, y 37°C. La soluciéon
inicial del extracto fue obteni-
da disolviendo la concentracion
requerida en DMSO. Las dilu-
ciones siguientes se realizaron
asegurandose que la concentra-
cion final de DMSO en cada
pozo no fuera superior al 1%
(v/v). Como control positivo se
utilizé doxorubicina. Al final
de la incubacion se evalud la
viabilidad celular mediante la
tincion con Cristal Violeta
(Badisa et al., 2003) y se leyd
en un lector de ELISA a
595nm. Se determiné la con-
centracion a la que se inhibe al
50% de la poblacion celular o
Clsy. Los resultados fueron
descritos de acuerdo al criterio
del Instituto Nacional de
Cancer (NCI) de EEUU, donde
las concentraciones considera-
das con efecto citotoxico activo
son <0,020mg-ml".

Pruebas estadisticas

A los resultados de la activi-
dad antibacteriana se les reali-
z6 un analisis de varianza
(ANOVA de dos factores. Se
utilizo el paquete de computo
estadistico Minitab (version 16)
para determinar si existen dife-
rencias significativas entre los
extractos. También se hizo un
analisis de regresion lineal para
la cuantificacion de carbohidra-
tos, proteinas, flavonoides, ca-
pacidad antioxidante y porcen-
taje de mortalidad.

Resultados y Discusion

Identificacion del cuerpo

fructifero

Se obtuvo una secuencia de
866 pb, de la region ITS (ITSI,
5.8S e ITS2) de Morchella vul-
garis, la cual fue dada de alta
en el GenBank y se le asignd
el niimero de acceso KJ741329.
Esta secuencia tuvo un porcen-
taje de identidad del 99,7% con
la secuencia perteneciente a M.
vulgaris con nimero de acceso

JULY 2017, VOL. 42N 7 JIVERCIENCIA



JQ691493.1, mediante una bus-
queda BLAST en la base de
datos del NCBI.

Rendimiento de los extractos

El rendimiento del extracto
acuoso (20,418%) fue mayor
que el metandlico (15,045%).
Estos porcentajes se obtuvieron
considerando que el peso de
los cuerpos fructiferos en seco,
que fue de 73,95g, es el 100%.

Nutrientes

Los carbohidratos represen-
taron el compuesto mas abun-
dante en M. vulgaris con
25,4%, ya que por lo general
son el componente predomi-
nante de los cuerpos fructiferos
de diversos hongos, como lo
muestran Barros et al. (2007b)
y Guzman et al. (2009) al ob-
tener, en los valores de estu-
dios bromatoldgicos de diver-
sos hongos comestibles, a los
carbohidratos como el macro
nutriente predominante segui-
dos por las proteinas, como lo
muestra este trabajo donde se
obtuvo 8,2% de proteinas y
2,6% de vitamina C.

Se determind que el hongo
estd compuesto por los carbo-
hidratos fructuosa (13,5mg-g™)
y sacarosa (4,56mg-g") y por
los lipidos acido oleico
(24.54%), acido 8,11-Octadeca-
dienoico, metil éster (23,5%)
para el extracto hexanico y por
el acido linoleico con 51,18%,
seguido por el acido palmitico
con un 2,7% para el extracto
metanolico (Tabla I).

Rezanka et al. (1999) encon-
traron que el cuerpo fructifero
de M. esculenta tiene como
mas abundante al acido linolei-
co con 47,0% seguido por el
acido oleico con 24,1%. Tam-
bién Barros et al. (2007a) en-
contraron al 4cido linoleico
como el acido graso mas abun-
dante en cinco hongos silves-
tres, seguido por el acido olei-
co y acido palmitico, este ulti-
mo acido obtuvo un porcentaje
de 17,08%.

Los carbohidratos desempe-
flan numerosas funciones esen-
ciales para la vida. Los mono-
sacaridos son la principal fuen-
te de energia para el metabolis-
mo, mientras que los polisa-

, TABLA 1
ANALISIS REALIZADO EN CG-EM DEL
EXTRACTO HEXANICO Y METANOLICO

o TR* Abundancia
N Nombre (min) %)
Extracto hexanico
1 Nonadecano 11,21 0,8
2 Metil éster del 4cido palmitico 11,82 17,08
3 Acido 8,11-Octadecadienoico, metil éster 15,14 235
4 Metil éster del acido elaidico 15,481 8
5 Metil éster del acido oleico 15,55 24,5
6 Metil ester del acido estearico 15,83 14,8
Extracto metanolico
1 Acido tridecanoico, 12- metil, metil éster. 8,249 0,11
2 Nonadecano 11,28 0,37
3 Metil ester del acido palmitico 11,854 2,7
4 Metil éster del acido linoleico 15,152 51,18
5 Metil éster del acido oleico 15,220 0,29
6 Acido cis-13 Octadecenoico, metil éster 15,327 0,19
7 Acido heptadecanoico, 16 metil, metil éster. 15,725 0,23

* TR: tiempo de retencion.

caridos sirven para el almace-
namiento de la energia y pue-
den actuar como componentes
estructurales. Por otra parte,
otros efectos benéficos para la
salud han sido relacionados con
estos compuestos, incluyendo
su efecto probidtico o de otro
tipo menos comun, como anti-
oxidante y antiinflamatorio
(Colak et al., 2009).

Las proteinas pueden tener
propiedades antibacterianas,
antioxidantes, inmunoestimu-
lantes, antitrombotico y activi-
dades anti-inflamatorias, las
que podrian ser utilizadas para
la prevencién y el tratamiento
de la hipertension, la diabetes
y la hepatitis, entre otros efec-
tos positivos en el organismo.
Todos estos efectos promotores
de la salud hacen que estos
compuestos sean de gran rele-
vancia como nutracéuticos
(Bernal et al.,, 2011).

Las principales funciones
biologicas de los lipidos inclu-
yen almacenamiento de ener-
gia, componentes estructurales
de las membranas celulares, e
importantes moléculas de sena-
lizacion. Aunque los seres hu-
manos y otros mamiferos utili-
zan diversas vias de biosinte-
sis, algunos lipidos esenciales
no se pueden obtener de esta
manera y deben ser obtenidos
a partir de la dieta (Bernal
et al, 2011).

Los acidos grasos insatura-
dos fueron los mas abundantes
componentes mostrados en
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comparacion con acidos grasos
monosaturados, lo que con-
cuerda con lo encontrado por
Heleno et al. (2013). Los aci-
dos grasos insaturados pueden
ejercer un efecto protector con-
tra el desarrollo de enfermeda-
des inflamatorias y cardiovas-
culares (Barros et al., 2008).
Otros componentes impor-
tantes son las vitaminas, ya
que constituyen un grupo di-
verso de compuestos organicos
esenciales en cantidades traza
para el crecimiento y manteni-
miento de la vida. Estos com-

puestos son administrados ge-
neralmente como nutracéuticos
o alimentos funcionales. La
vitamina C (acido L-ascorbico
o L-ascorbato) es soluble en
agua y es un nutriente esencial
para los seres humanos y otras
especies animales (Bernal
et al, 2011).

Actividad antibacteriana

En la prueba cualitativa am-
bos extractos presentaron acti-
vidad antibacteriana, siendo
mas activo el extracto acuoso,
ya que tuvo actividad sobre 7
de las 14 cepas bacterianas
analizadas, en comparacion
con el extracto metandlico que
solo tuvo actividad sobre dos
de ellas (Tabla II). S. epidermi-
dis fue la bacteria que mostro
los halos de inhibicién de
mayor diametro. De acuerdo al
analisis estadistico ANOVA
factorial, existieron diferencias
significativas entre la actividad
del extracto acuoso y metanoli-
co (F= 2918,44; P= 0,0001), asi
como también se mostraron
diferencias significativas en la
actividad de los extractos sobre
el tipo de cepa bacteriana (F=
104,43; P= 0,0001), ya que los
halos de inhibicion fueron de
mayor didmetro en las Gram
positivas que en las negativas.
E. coli y V. cholera fueron

TABLA II
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
ACUOSO Y METANOLICO DEL CUERPO
FRUCTIFERO DE M. vulgaris

Bacterias Halos de inhibicion (mm)
Extractos MA MM Cloramfenicol
Streptococcus mutans Na Na

26 £0

Staphylococcus aureus 10,6 £0,57 Na

Staphylococcus epidermidis 8 +0,57 Na 12,3 +0,57
(ATCC35984)

Staphylococcus epidermidis 8,6 +1 Na 24,3 0,57
(FES-C)

Staphylococcus epidermidis Na Na 13 £1
(ATCC12228)

Enterococcus faecalis Na Na -

Actinomyces viscosus 8 £0 Na 20 +1

Pseudomonas aeruginosa Na Na -

Pantoea agglomerans 7,6 £0 8 £0,57 18,3 +£0,57

Enterobacter aerogenes Na Na 18,3 0,57

Escherichia coli 7,6 £0,57 7,3 £0,57 19 +£1

Proteus miriabilis Na Na 11,3 £0,57

Vibrio cholerae (Caso clinico) Na Na 29,3 £0,57

Vibrio cholerae (CDC V12 (El Tor)) 7,6 +0,57 Na 21,6 +0,57

MA: extracto acuoso de M. vulgaris, MM: extracto metanolico de M.
vulgaris, Na: no tuvo actividad, +: desviacion estandar, - no se tiene.

Cloramfenicol: control.
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inhibidas por el extracto acuo-
so, lo que concuerda con
Badshah et al., (2012), que al
probar el extracto metandlico
de M. esculenta, determinaron
que tenia actividad contra estas
dos bacterias.

En la determinacion de la
concentraciéon minima inhibito-
ria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CBM) de
los extractos de M. vulgaris, la
bacteria que obtuvo la CMI
mas baja con el extracto acuoso
(MA) fue S. epidermidis FES-C
con CMI= 8mg, siendo esta la
bacteria mas sensible a este
extracto, y A. viscosus y E. coli
en la concentracién mas alta
probada (12mg-ml'). Heleno
et al., (2013) reporta el efecto
de M. esculenta sobre esta ulti-
ma bacteria y obtuvo una medi-
da de 6,31 y 6,44mm con una
CMI>10mg-ml'; en ese trabajo
se obtuvo una CMI de
12mgml! y para S. aureus 7,22
y 6,34mm mientras que en el
presente trabajo fue de 10,6mm.
Estas diferencias en la actividad
antimicrobiana observada en los
extractos de Morchella pueden
ser atribuidas a factores medio
ambientales que pueden interfe-
rir en la sintesis de componen-
tes microbiologicamente activos
(Heleno et al., 2013). Para las
demas bacterias la CMI esta
por arriba de 12mg'ml?, lo mis-
mo que para el extracto meta-
nodlico para todas las bacterias.
Con ningln extracto se pudo
determinar la CBM.

Los compuestos fenolicos
tienen propiedad antimicrobiana
y antiséptica (Celis et al., 2011),
por lo que es muy probable que
estos compuestos hayan partici-
pado en el efecto antibacteriano
y antimicotico del extracto, ya
que mediante HPLC se corrobo-
rd su presencia.

Actividad antifungica

En la prueba cualitativa se
encontr6 actividad de los dos
extractos sobre las seis cepas
de hongos filamentosos ensaya-
das. Posteriormente se obtuvo
la CF para el extracto acuoso,
ya que para el metandlico no
se pudo obtener solo en el caso
de F. sporotrichioides y de Rh.
lilacina se observo actividad
en la concentracién mas alta
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(6mg-ml'), mientras que para
los demas hongos no hubo in-
hibicién del crecimiento con
ninguna de las concentraciones
probadas; s6lo 4. niger detuvo
un poco la esporulacion en la
concentracion mas  alta
(6mg-ml"). Heleno et al. (2013)
observaron que las muestras
tratadas con los extractos de
M. esculenta mostraron cam-
bios morfolégicos, especial-
mente en A. fumigatis, ya que
mostré completa despigmenta-
cion del micelio y cambios
morfologicos en los conidiofo-
ros, determinando que los culti-
vos probados con este extracto
poseen un niimero inusualmente
pequeiio de esporas en compa-
racioén con el de cultivo sin tra-
tamiento. Quizas por esta razon
en este estudio se pudo obser-
var que A. niger detuvo un
poco la esporulacion.

En el caso del extracto acuoso
se calculd la CF, para T. menta-
grophytes, la cual fue de 7,3pg:
ml-1, y la CF,, para R. lilacina
(2,0693ug'ml") y para F. sporo-
trichoides (2,473ug'ml"), mien-
tras que para los demas hongos
no se logré obtener la CF.

Como se puede observar la
actividad antimicrobiana de los
extractos de M. vulgaris, no
fue relevante, lo cual era de
esperarse ya que esta especie
de hongo es comestible.

Capacidad antioxidante

El extracto metandlico mos-
tré una actividad antioxidante
menor al del extracto acuoso,
obteniendo una CA;, de
53,17ug'ml’!, mientras que en
el acuoso fue de 43,23ug-ml.
Kalyoncu et al. (2010), después
de analizar la capacidad antio-
xidante de diez hongos, entre
ellos seis especies de Mor-
chella, muestran que los ex-
tractos de los hongos silvestres
pueden reaccionar con radica-
les libres, que son el indicador
principal de la auto-oxidacion,
y terminar con la reaccion en
cadena (Gordon, 1990), lo que
es claramente indicativo de que
algunas especies de hongos
tienen capacidad antioxidante y
antimicrobiana significativa.
Los porcentajes que obtuvieron
de seis extractos etandlicos de
especies de Morchella corres-

ponden a 18,95% para M. hor-
tensis, 19,41% para M. esculen-
ta, 27,32% para M.costata,
43,12% M. giganteus y 59,12%
para M. elata. En otro estudio,
realizado por Gursoy et al.
(2009), se obtuvo un porcentaje
de 59,22% para M. elata y
43,12% para M. giganteus. Los
porcentajes obtenidos en este
trabajo, de 53,17% y 43,23%
para el extracto metandlico y
acuoso, respectivamente, se
encuentran entre de los porcen-
tajes mayores en comparacion
con los trabajos mencionados.
Las propiedades antioxidan-
tes de los hongos suelen estar
relacionadas con compuestos
de bajo peso molecular, en par-
ticular a la de compuestos fe-
nolicos, acidos fenolicos, flavo-
noides, etc. (Gursoy et al.,
2009), a los que se considera
como los principales contribu-
yentes a la capacidad antioxi-
dante (Chung et al., 1998).

Metabolitos secundarios
presentes en los extractos

En los cromatogramas obte-
nidos en el HPLC se identifico
para el extracto acuoso fenoles,
acidos fenolicos, cumarinas y
compuestos con anillos aroma-
ticos con carbonilo unido y
una o dos sustituciones, mien-

tras que para el metandlico se
encuentran los mismos metabo-
litos con excepcion de acidos
fenolicos (Tabla III). Chung
et al. (1998) mencionan que
estos compuestos son los que
contribuyen en la actividad
antioxidante. También se en-
contr6 la presencia de cumari-
nas. Todos estos metobolitos
secundarios tienen propiedades
medicinales; por ejemplo, los
fenoles y acidos fenodlicos tienen
accion antimicrobiana, antiviral
y antifingica. Se considera que
la accion de los fenoles contra
los microorganismos se debe a
la inhibicion enzimatica, posi-
blemente por accion sobre los
grupos sulfhidrilos de sus ami-
noacidos de cisteina o por de
reacciones mas inespecificas
con proteinas bacterianas. Asi
mismo, se ha reportado activi-
dad antimicrobiana de las cu-
marinas (Araujo y Salas, 2008).

Flavonoides totales

Para el extracto metandlico,
se determind que contiene
4,5ug de flavonoides por lg de
extracto, mientras que el extrac-
to acuoso contiene 13,25ug de
flavoniodes por 1g de extracto.
Estos valores son altos al com-
pararlos con lo obtenido por
Gursoy et al. (2009), ya que

TABLA III
UV Y TIEMPO DE RETENCION DEL HPLC
PARA EL EXTRACTO ACUOSO

Extracto acuoso

TR* UV Amax

1 kK
Pico (min) (nm) Compuesto

1 1,833 260 Fenol

2 2,030 258 Fenol

3 2,500 306 Anillo aromatico con carboxilo unido y
1 o 2 sustituyentes

4 2,567 258, 310 Cumarina

5 2,896 262 Fenol

6 3,481 238, 284  Acido Fendlico

7 3,838 240, 278  Acido Fenolico

Extracto metanolico
. TR* UV Amax ok
Pico (min) (nm) Compuesto

1 1,769 262 Fenol

2 2313 208, 308 Anillo aromatico con carboxilo unido y
1 o 2 sustituyentes

3 2,530 306 Anillo aromatico con carboxilo unido y
1 o 2 sustituyentes

4 3,233 260, 310  Cumarina

5 3,541 260 Fenol

6 3,669 260 Fenol

* TR: tiempo de retencion.

**Identificacion de los compuestos con base en Dey y Harborne (1989).
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para el extracto metandlico de
M. rotunda se reportd que con-
tiene 0,59ug de flavonoides.

Los flavonoides poseen pro-
piedades anti-inflamatorias,
antioxidantes, antialérgicas,
hepatoprotectoras, antitrombo-
ticas, antivirales y anticarcino-
génicas, y representan un am-
plio grupo de metabolitos se-
cundarios (Tenorio et al.,
2006). Son estructuras fendli-
cas que contienen un solo gru-
po carbonilo (Fuertes et al.,
1998). Estos compuestos orga-
nicos se sintetizan a partir de
aminoacidos, carbohidratos, li-
pidos, proteinas y acidos nu-
cleidos (Tenorio et al., 2006)

Los flavonoides lipofilicos
pueden perturbar la integridad
estructural de la membrana ce-
lular (Fuertes et al., 1998). A su
vez, parte de los flavonoides
inhiben in vitro el crecimiento
de V. cholerae, Streptococcus 'y
otras bacterias (Araujo y Salas,
2008). Cabe mencionar que el
extracto acuoso de M. vulgaris
mostro actividad contra V. cho-
lerae, a diferencia del metanoli-
co que no tuvo actividad, lo
cual probablemente se deba a
que el extracto acuoso contiene
mayor cantidad de flavonoides
que el metanolico.

Citotoxicidad de los extractos

Utilizando el porcentaje de
mortalidad de las células Ca
Ski al someterlas a distintas
concentraciones de los extractos
de M. vulgaris se obtuvo que la
Cls,, para el extracto acuoso
fue de 622ug-ml!, mientras que
el metanolico obtuvo un valor
de 2477ug-ml’, por lo que se
consider6 que ninguno de los
dos extractos son citotoxicos, ya
que de acuerdo con los estanda-
res del Instituto Nacional de
Cancer (NCI) de EEUU, las
concentraciones que son consi-
deradas como citotoxicas para
extractos son de <2 pgml'.

Conclusiones

Se concluye que el cuerpo
fructifero de M. vulgaris es un
alimento funcional que puede
ser utilizado como comple-
mento dietético por contener
biomoléculas necesarias para el
organismo. Por otro lado, por

haber demostrado sus proieda-
des medicinales (antimicrobia-
na, antioxidante y no citotoxi-
co) puede se considerado co-
moun producto nutracéutico.
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