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RESUMEN

Pleurotus spp. (seta) es un hongo comestible que ocupa el tercer lugar en produccion a
nivel mundial. En nuestro equipo de trabajo se aislaron previamente cepas silvestres de P.
djamor (UTMB y UTMR), obteniendo nuevas cepas reconstituidas (BB y RR) e hibridas (H1,
H2, H3 y H4) a partir de componentes monocariéticos. La presente investigacioén evalué la
productividad y la actividad antioxidante (AA) de extractos metandlicos de carpoforos y
micelios de las cepas antes mencionadas. La cepa silvestre UTMR y las cepas
reconstituidas fueron las que presentaron mejor potencial productivo. Los carpéforos de las
cepas hibridas presentaron mejor AA. H3 tuvo un ICsp = 3.26 £ 0.03 mg/mL, en el ensayo
de reduccion del radical DPPH*y H1 un ICso = 3.52 £ 0.05 mg/mL con el método de Poder
Reductor (PR). Mientras que los micelios de las cepas hibridas presentaron mejor contenido
de fenoles totales (FT), H3 tuvo 1.77 + 0.03 mg EAG/g ms. Se concluyd que la velocidad
de crecimiento micelial no tuvo relacion con la productividad de las cepas y que la AA de
los extractos metandlicos de carpéforos y micelio no se relacioné con los flavonoides.

Vi



CONTENIDO

Pagina
Resumen Vi
Lista de figuras X
Lista de tablas Xi
Abreviaturas Xi
1. Introduccion 1
1.1  Hipotesis 3
1.2  Objetivos 4
121 Objetivo general 4
1.2.2 Objetivos especificos 4
1.3 Importancia y originalidad de este estudio 4
1.4  Delimitaciones del estudio 5
2. Marco tedrico 7
2.1 Caracteristicas generales de los hongos 7
2.2 El género Pleurotus 9
221 Morfologia 9
2.2.2  Sustratos empleados en la produccion de carp6foros de 10
Pleurotus spp.

2.2.3  Seleccion de genotipos 11
224 Produccién de Pleurotus spp. 12
225 Productividad en el cultivo de los hongos 13
2.2.6 Importancia funcional de Pleurotus spp. 14
2.3 Actividad antioxidante (AA) 15
2.4 Métodos para determinar la actividad antioxidante (AA) 17
3. Estado del Arte 21
3.1 Rescate de germoplasma y obtencién de nuevas cepas de Pleurotus 21

spp.
3.2 Productividad en el cultivo de Pleurotus djamor 23
3.3 Importancia del micelio 24
3.4 Actividad antioxidante (AA) en Pleurotus spp. 25
4. Metodologia 28
4.1 Material biolégico 30
4.2 Equipos y materiales 30
4.3 Reactivos, disolventes, medios de cultivo y sustrato 31
4.4 Preparacién de medios de cultivo 32

44.1 Medio sélido en agar extracto de malta (AEM) para 32
crecimiento micelial
4.4.2 Medio para produccién de micelio en cultivo liquido 32
4.5 Caracterizacién de la morfologia y el crecimiento micelial de cepas de 33
P. djamor en medio sélido AEM

vii



O 00~NO®

4.6

4.7

4.8

Productividad de las cepas de P. djamor

4.6.1 Produccién del in6culo de grano de las cepas de P. djamor

4.6.2  Obtencion de los carpéforos de las cepas de P. djamor

4.6.3  Determinacion de humedad en carpoéforos frescos y secos

Actividad antioxidante (AA) en P. djamor de carp6foros y micelio

4.7.1 Preparacion de la muestra a patir de carpoforos

4.7.2  Preparacion de la muestra micelial

4.7.3 Obtencion del extracto metandlico desengrasado de
carpoforos

4.7.4  Obtencibn del extracto metandlico hidrolizado vy
desengrasado de carpo6foros

475  Obtencion del extracto metandlico crudo de carpéforos y
micelio

4.7.6  Obtencion del extracto metandélico micelial y limpieza por
extraccion en fase solida (EFS)

4.7.7 Cuantificacion de fenoles totales (FT)

4.7.8  Cuantificacion de flavonoides totales (FVT)

4.7.9  Cuantificacion de la actividad antirradical por el método del
DPPH"

4.7.10 Cuantificacion del Poder Reductor (PR)

Andlisis estadistico

Resultados y discusiones

5.1

5.2

5.3
5.4

5.5

5.6
5.7

5.8

Morfologia micelial en medio sélido en agar extracto de malta (AEM)
de cepas de P. djamor

Velocidad del crecimiento micelial (Vc) en medio so6lido AEM de
cepas de P. djamor

Productividad de las cepas silvestres, reconstituidas e hibridas
Determinacion de humedad y rendimiento de extractos en carpoforos
y micelio de P. djamor

Cuantificaciéon de fenoles totales (FT)

Cuantificacion de flavonoides totales (FVT)

Evaluacién de la actividad antioxidante (AA)

57.1 Actividad antioxidante mediante el radical DPPH®

5.7.2 Actividad antioxidante mediante el Poder Reductor (PR)
Correlacion de los parametros miceliales, productivos y de actividad
antioxidante (AA)

Conclusiones
Perspectivas
Referencias
Apéndice
Apéndice 1  Curva de calibracién del &cido gélico para la cuantificacién

de fenoles totales (FT)

Apéndice 2  Curva de calibracion de quercetina para la cuantificacion de

flavonoides totales (FVT)

Apéndice 3 Curva de muestras provenientes de extractos metandlicos

de carpoéforos de las cepas de P. djamor para cuantificar la
actividad antioxidante (AA) por el método del radical DPPH*

viii

34
34
35
36
37
37
37
38

38

39

40

40
41
42

44
46
47
47

49

51
57

59
63
65
65
68

72
73
74
80
80

81

82



Apéndice 4

Apéndice 5

Apéndice 6

Apéndice 7

10 Anexo
Anexo 1

Curva de muestras provenientes de extractos metandlicos
de micelio de las cepas de P. djamor para cuantificar la
actividad antioxidante (AA) por el método del radical DPPH"
Curva de acido gélico, BHT y rutina empleadas como
control para cuantificar la actividad antioxidante (AA) por el
radical DPPH"

Curva de muestras provenientes de extractos metandlicos
de carpoforos de las cepas de P. djamor para cuantificar la
actividad antioxidante mediante el Poder Reductor (PR)
Curva de calibracion de &acido galico empleada como
control para cuantificar la actividad antioxidante mediante
el Poder Reductor (PR)

Correlacion lineal entre dos variables

83

84

85

86

87
87



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4
Figura 5

Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9

Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13

Figura 14

LISTA DE FIGURAS

Carpoforo de basidiomiceto

Carpéforos de a) P. djamor; b) P. ostreatus; c) P. sajor-caju; d)
P. eryngii

Obtencién de cepas reconstituidas e hibridas a partir de cepas
silvestres

Compuestos fendlicos aislados en el género Pleurotus
Reaccién de reduccion de las sales de molibdato y tugstato por
un compuesto fendlico

Estructura del complejo tricloruro de aluminio—flavonoide
Reaccién de reducciéon de DPPH- por antioxidantes

Reaccion de reduccién de ferricianuro por antioxidantes
Carpdéforos de a) P. djamor var. djamor (Rumph. Ex Fr.) Boedijn;
b) P. djamor var. roseus Corner

Etapas del presente proyecto de investigacion

Metodologia general de la investigacién

Cepas de Pleurotus utilizadas en esta investigacion

Morfologia micelial de cepas de Pleurotus spp. a) UTMB; b)
RP; c) H3; d) RRy e) H2

Carpoforos de Pleurotus: a) UTMR; b) BB; ¢) RR; d) H1; e)

H2: f) H3; g) H4; h) RP; i) UAP9

Pagina

12

16
17

18
19
20
22

28
29
30
48

54



Tabla 1
Tabla 2

Tabla 3
Tabla 4
Tabla b
Tabla 6
Tabla 7
Tabla 8

Tabla 9

LISTA DE TABLAS

Propiedades funcionales en especies comestibles de Pleurotus

Parametros de productividad de cepas de P. djamor

Fenoles totales (FT), flanovoides totales (FVT), ICso y Poder
Reductor (PR) de extractos alcohdlicos de carpéforos y micelio de
cepas de Pleurotus spp.

Morfologia micelial de las cepas de Pleurotus djamor en medio agar
extracto de malta (AEM)

Velocidad de crecimiento micelial de cepas de P. djamor

Parametros de productividad de las cepas de P. djamor

Porcentaje de humedad y rendimiento de los extractos metanolicos
de carpdéforos y micelio de P. djamor

Contenido de compuestos fendlicos y valores de ICso de carpéforos y
micelio de P. djamor

Coeficiente de correlacion de Pearson lineal (r) entre crecimiento
micelial, productividad y actividad antioxidante de cepas de P. djamor

Xi

Pagina

15
23

27
a7
50

52
58

70



AEM
Cma
CR
DPPH*
EAG
EAT
EB
EQ
EFS
FT
FVT
ICso

ICREAG
mf

ms

Pm

PR

Tct

Tfp

P

Vc

ABREVIATURAS

Actividad antioxidante

Agar extracto de malta

Crecimiento micelial acumulado

Capacidad reductora

Radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

Equivalente de &cido galico

Equivalente de acido tanico

Eficiencia biolégica

Equivalente de quercetina

Extraccion en fase solida

Fenoles totales

Flavonoides totales

Concentracibn de una muestra requerida para inhibir el 50% de la
concentracion inicial de un reactivo

indice de capacidad reductora equivalente de acido galico
masa fresca

masa seca

Peso fresco medio de las fructificaciones

Poder Reductor

Tiempo de cosecha total

Tiempo de inicio para la formacion de primordios
Tasa de productividad

Velocidad de crecimiento micelial

Xii



1. INTRODUCCION

Los hongos del género Pleurotus tienen importancia comercial y ocupan el tercer lugar a
nivel mundial en la produccién de hongos comestibles.! Estos hongos poseen la ventaja de
ser cultivados en diferentes materiales lignocelulésicos para su crecimiento en condiciones
rurales e industriales y se adaptan a distintas condiciones de temperatura y humedad.?
Ademas se ha reportado que estos hongos tienen diferentes propiedades funcionales tales

como anticancerigenas, antivirales, antibioticas, antiinflamatorias y antioxidantes.®

Especificamente Pleurotus djamor es un hongo comestible que crece naturalmente sobre
troncos de arboles en descomposicion. La especie silvestre tiene un cultivo comercial
incipiente en México, y crece en los estados de Chiapas, Tabasco, Quintana Roo y
Oaxaca.* En trabajos previos a esta tesis, se aislé germoplasma a partir de cepas silvestres
provenientes de la region Mixteca oaxaquefia.> También se realizaron modificaciones
genéticas a estas cepas mediante el método de desdicariotizacion quimica para la
obtencion de cepas hibridas nuevas con propiedades productivas y morfolGgicas

potencialmente mejoradas.®

Por otra parte, la productividad es un término que se utiliza para determinar si la cepa tiene
factibilidad comercial. Los parametros de importancia para evaluar la productividad de
hongos son la eficiencia biol6gica (EB) y la tasa de productividad (TP). Se ha reportado EB
en cepas de P. djamor en un intervalo de 20 a 147%,%¢ y de TP entre 0.30 a 2.80%.5"
Ademads, entre las propiedades funcionales que exhiben los hongos del género Pleurotus

se encuentra la actividad antioxidante (AA), que es un mecanismo de inhibicion del dafio



celular provocado por el estrés oxidativo, principalmente. Esta AA esta asociada, en la
mayoria de los casos, a la presencia de compuestos fendlicos.? El extracto metandlico de
carpoforos de cepas de P. djamor muestra valores de fenoles totales (FT) en un intervalo
de 2.25 + 0.04 a 32.55 = 0.21 mg equivalentes de acido gélico/g de masa seca (mg EAG/g
ms).%10, El contenido de flavonoides totales (FVT) para P. djamor, en extractos metandlico
y etandlico, se ha reportado de 0.0021 + 0.0001 y 14.88 + 2.13 mg equivalentes de
guercetina/g de extracto (mg EQ/g ext), respectivamente.''2 Se reportd ICso entre 0.065 y
7.25 mg/mL, por el método de reduccion del radical DPPH%12 y un ICso = 6.30 £+ 0.50

mg/mL.1! mediante el método de Poder Reductor (PR),

Recientemente, las investigaciones cientificas se han enfocado a la parte vegetativa de los
hongos (micelio). Esto se debe a que la produccion de la biomasa micelar es rapida y ocupa
menos espacio que los carp6foros.*®* Ademas, el micelio posee propiedades biolégicas que
pueden compararse con las encontradas en los carpéforos.** Las investigaciones en el
micelio se han realizado empleando extractos etandlicos. Liang y colaboradores®®
reportaron en P. eryngii un contenido de FT de 12.65 + 0.82 mg EAG/g ms. Vamanu?®
report6 un contenido de FVT de 28.00 + 5.70 mg EQ/g biomasa. Cilerdzi¢ y col.1” reportaron
un contenido de FVT de 4.42 + 0.86 mg EQ/g ext s. Por su parte, Liang y col. en P. eryngii
reporté un 1Cso = 2.47 mg/mL, CilerdZi¢ y col. en P. ostreatus un ICso = 13.94 mg/mL, ambos
por el método de DPPH". Liang y col. reportaron un ICso = 9.18 + 0.03 mg/mL por el método
de PR. Los datos reportados en el micelio son cercanos a los descritos para los carpéforos

de P. djamor y son un antecedente a lo encontrado durante esta investigacion.



Por lo anterior, esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la productividad de los
carpoforos y cuantificar la AA de extractos metandlicos de micelios y carpéforos de cepas
silvestres, reconstituidas e hibridas. Se utilizaron dos cepas comerciales como control para
fines comparativos (una P. djamor y la otra Pleurotus spp.). Para lograr el objetivo anterior,
el proyecto se dividi6 en cuatro etapas: 1) Caracterizacion del micelio, evaluando la
morfologia y velocidad de crecimiento de las cepas en medio sélido de agar extracto de
malta; 2) Productividad de las cepas, mediante EB y TP, para evaluar su potencial comercial
usando paja de trigo como sustrato; 3) Secado y preparacion de la muestra para la
cuantificacion de los compuestos antioxidantes; y 4) Cuantificacion de compuestos
fendlicos y la AA por métodos espectroscdpicos. En la cuantificacién de FT se usé el
reactivo de Folin-Ciocalteu y para el contenido de FVT, el tricloruro de aluminio, AICls. Asi
mismo, se determiné la actividad antirradical por el método de reduccién del radical de
DPPH"y el PR empleando ferricianuro de potasio, KsFe(CN)e. Estos parametros permitieron
una evaluacién y comparacion de la productividad de los carpéforos, asi como la AA entre

carpoforos y micelios de las cepas estudiadas.

1.1 Hipotesis
La productividad de las cepas silvestres, reconstituidas e hibridas de Pleurotus djamor esta

relacionada directamente con la velocidad de crecimiento micelial.

Los flavonoides presentes en los extractos metandlicos se relacionan directamente con la

actividad antioxidante de las cepas silvestres, reconstituidas e hibridas de Pleurotus djamor.



1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general
Evaluar la productividad de los carpéforos, asi como la actividad antioxidante de carp6foros

y micelio de las cepas silvestres, reconstituidas e hibridas de Pleurotus djamor.

1.2.2 Objetivos especificos

¢ Evaluar la velocidad de crecimiento micelial en medio sélido de las cepas silvestres,
reconstituidas e hibridas de P. djamor.

o Evaluar la productividad de las diferentes cepas empleando los pardmetros de
eficiencia biologica (EB) y tasa de productividad (TP), usando paja de trigo como
sustrato.

e Cuantificar fenoles totales (FT) con el reactivo de Folin-Ciocalteu; flavonoides totales
(FVT) con tricloruro de aluminio; la actividad antirradicalar frente al radical DPPH* y
la actividad antioxidante (AA) en términos del PR, mediante la reduccion de
ferricianuro en extractos metandlicos (carpéforos y micelio) de las cepas de P.
djamor.

e Comparar y correlacionar las caracteristicas miceliales, productivas y la AA de las

cepas estudiadas.

1.3 Importanciay originalidad de este estudio
Los hongos del género Pleurotus tienen la ventaja de ser cultivados en sustratos diversos
y se adaptan a diferentes condiciones de temperatura y humedad. Ademas, se han aislado

de este género compuestos que exhiben actividad antiinflamatoria, antitumoral y



antioxidante.>8 P. djamor es una fuente de agentes antibacterianos y antioxidantes que

pueden tener efectos potencialmente benéficos a la salud.'?

Por otro lado, una de las ventajas de emplear hongos en lugar de plantas como fuente de
fitoquimicos es que debido a la facilidad para producir micelio tanto en cultivos liquidos
como solidos, los carpéforos se producen en tiempos relativamente cortos, lo que a su vez

puede ayudar a optimizar la produccién de productos bioactivos.*®

Para promover el cultivo y consumo de cepas silvestres, reconsitutidas o hibridas de P.
djamor es importante caracterizar su potencial productivo y propiedades funcionales al ser
cultivadas en diferentes regiones. Por ello, en este trabajo se evalud la productividad (EB y
TP) de los carpéforos, se cuantificaron los compuestos fendlicos y la AA de carpéforos y
micelios de cepas comestibles silvestres, reconstituidas e hibridas P. djamor. Se debe
mencionar que hasta el momento no se ha realizado un estudio que aborde a la
productividad y la cuantificacion de compuestos fendlicos y AA de P. djamor. Asi mismo, no
se tiene conocimiento de estudios acerca de AA para micelio y carpéforos de una misma
especie del género Pleurotus. Estos resultados permiten contribuir al conocimiento basico
de los hongos de P. djamor de la region Mixteca dando herramientas para su futura

investigacion y posible aplicacion tecnolégica.

1.4 Delimitaciones del estudio
La investigacién se delimité a muestras de carpéforos de dos cepas silvestres endémicas
de la Mixteca Oaxaquefia (UTMB y UTMR), dos reconstituidas (BB y RR) y cuatro hibridas

(H1, H2, H3 y H4) de P. djamor (hongo seta); asi como a dos cepas control de P. djamor



(UAP9) y Pleurotus spp. (RP). Para el estudio de la AA del carpéforo se estudiaron las
cepas antes mencionadas, omitiendo a la cepa silvestre UTMB debido a su escasa
generacion de biomasa. El in6culo de cada cepa se sembré en paja de trigo y se coseché
en los laboratorios de Bioprocesos y Ciencia de los Alimentos de la Universidad Tecnolégica
de la Mixteca entre los meses de junio de 2015 y febrero de 2016, a temperaturas entre 18
a 23 °C y una humedad relativa de 80 a 85%. Los extractos metandlicos de carpoforos y
micelio de dichas cepas se obtuvieron por extraccién solido-liquido asistida por ultrasonido

de la biomasa seca.

La cuantificacion de los compuestos fendlicos y de la AA, se realiz6 por métodos
espectroscopicos. Para la cuantificacion de FT se us6 el reactivo de Folin-Ciocalteu, y para
el contenido de FVT se empled el reactivo de tricloruro de aluminio. Asi también, se
determind la actividad antirradical al extracto metandlico por el método de DPPH' y el PR

empleando ferricianuro de potasio.



2. MARCO TEORICO

Esta seccién describe informacioén general de los hongos y del género Pleurotus, su
produccién, los sustratos mas empleados y los métodos analiticos que se emplearon

durante esta investigacion.

2.1 Caracteristicas generales de los hongos

Los hongos son organismos eucarigticos, carentes de clorofila, unicelulares (levaduras) o
pluricelulares (filamentosos), su reproduccion puede ser sexual o asexual. Se dividen en
cuatro filos: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota. Dentro de los
basidiomicetos las especies que tienen mayor importancia econémica pertenecen a los

géneros Agaricus (champifién), Lentinula (shiitake) y Pleurotus (seta).

La mayoria de especies fungicas estan constituidas por filamentos largos y delgados
llamados hifas, los cuales estan rodeadas por pared celular rigida compuesta de quitina
combinada con carbohidratos complejos, como celulosa. De la ramificacion vy
entrelazamiento de las hifas, se forma una estructura filamentosa denominada micelio. Si
el micelio tiene un solo nucleo se denomina monocariético y si tiene dos nucleos se

denomina dicaridtico.

En los basidiomicetos el esporoforo esta formado por un pie o estipite, que sostiene al pileo
0 sombrero, que en ocasiones emerge de una cazoleta basal (volva), Figura 1. El estipite y
el pileo estan conformados por micelio ramificado. En la parte inferior del sombrero se

encuentra el himenio o laminillas que son estructuras foliaceas dispuestas de forma radial



desde el margen hacia el estipite, cubiertas de basidios en ambas caras. En el himenio se
generan y liberan las esporas cuando el carp6foro ha madurado. Algunos basidiomicetos
poseen un anillo o velo alrededor del estipite por debajo del margen del pileo.?°

Pileo o sombrero

Carpoéforo Carpoforo

Basidio

Laminillas o himenio
(contiene a las esporas)

Pie o estipite

Micelio
hifas vistas al microscopio

Figura 1. Carpoforo de basidiomiceto

Los hongos se consideran quimioheterétrofos estrictos y requieren de sustratos
proveedores de energia para la biosintesis. Debido a la pared rigida que tienen, los hongos
no pueden fagocitar moléculas mas complejas; sin embargo, cuentan con enzimas
extracelulares complejas que les permite degradar sustratos diversos. La glucosa, maltosa,
sacarosa, quitina, lignina, hemicelulosa y celulosa constituyen la fuente de energia mas

importante para la mayoria de los hongos lignoceluloliticos.?



2.2 El género Pleurotus

2.2.1 Morfologia. El género Pleurotus pertenece al reino Fungi, phylum Basidiomycota,
clase Basidiomycetes, orden Agaricales y familia Pleurotacea. Las especies de Pleurotus
reciben nombres como: seta, hongo ostra, orejon, oreja (blanca, de palo, de patancan, de
cazahuate o de izote) o seta de chopo. Estas especies poseen cuerpos fructiferos
(carpoforos) con forma redondeada y abombada que se ensancha. El pileo es poco
convexo y se aplana hasta presentar forma de embudo, pétalo de flor o concha de ostra,
con textura lisa o escamosa hacia el centro. El color varia y puede ser blanco, gris, café o
rosa, Figura 2. El estipite de los carpoforos es lateral, corto y esta recubierto de vellosidades
blancas. Las laminillas pueden estar o no unidas entre si en su base. El tamafio depende
de la especie, edad y condiciones de cultivo, pueden medir desde 5 a 20 cm. Crecen
formando repisas o racimos naturales, poseen consistencia blanda y correosa con aroma y

sabor agradables.?°

a b c d

Figura 2. Carp6foros de a) P. djamor; b) P. ostreatus;?! c) P. sajor-caju;?? d) P. eryngii®®

Para dar impulso a la produccion de hongos comestibles a nivel industrial se utilizan
diversas estrategias, entre las que destacan el desarrollo de formulaciones y tipos de

sustrato, modificaciones en las condiciones de cultivo y seleccién de genotipos.®



2.2.2 Sustratos empleados en la produccion de carp6foros de Pleurotus spp. El
carp6foro del género Pleurotus crece de forma natural sobre troncos caidos en
descomposicién y de manera artificial, sobre residuos agroindustriales.? Los nutrientes que
se requieren en un sustrato artificial son: celulosa, hemicelulosa y lignina quienes funcionan
como fuentes principales de carbono. Los sustratos artificiales pueden ser clasificados en

seis categorias.’

e Pajas: Ajonjoli, arroz, cartamo, cebada, sorgo, trigo, avena, zacate

e Rastrojos: Maiz, mijo, garbanzo, frijol

e Pulpas: Café, cardamomo

e Bagazos: Cafia de azlucar, maguey tequilero, henequén, uva

e Forestales: Aserrin, viruta, troncos, ramas

e Otros: Papel, olote, hojas de pifia, fibra de coco, lirio acuatico, tallos de platano,

desechos de la industria textil

Los sustratos deben tener una capacidad de retencidon de humedad entre el 70 y 80% para
un crecimiento 6ptimo de los hongos. El tamafio de particula puede afectar el crecimiento
y fructificacion.?* Ciertos estudios indican que la composicién de nutrientes es un factor que
limita la colonizacion de las setas cultivadas y que distintas especies de un mismo género
pueden tener diferentes requerimientos de nutrientes. En este trabajo se utilizé paja de trigo
debido a que posee material lignocelulésico (aproximadamente 90%) que es degradado y

utilizado por los hongos para su crecimiento.”
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2.2.3 Seleccion de genotipos

Para realizar una seleccion adecuada de los genotipos, es necesario conocer los aspectos
biolégicos de la especie a mejorar.® En los hongos comestibles, la hibridacién es un medio
por el cual algunas caracteristicas genéticas deseadas y presentes en diferentes cepas,
pueden ser combinadas para obtener nuevas cepas y variedades que posiblemente
desarrollen caracteristicas mejoradas. Para ello se requiere la disponibilidad de organismos

con diversidad genética.?®

En especies de Pleurotus el mejoramiento genético se ha logrado empleando métodos de
hibridacion, destacando los siguientes: apareamientos entre monospoéricos provenientes de
la progenie meiodtica recuperada de las esporas,’ apareamiento entre dicariéGn-monocarion
también llamado fendmeno Buller y apareamiento de neohaplontes compatibles utilizando

los métodos de desdicariotizacion.®

El método de apareamiento de neohaplontes, consiste en desdicariotizar (separar
artificialmente los componentes de un dicariote) a una cepa con caracteristicas deseadas,
obteniéndose asi sus componentes monocaridticos denominados neohaplontes. La
desdicariotizacion puede efectuarse por métodos mecéanicos y quimicos. Este método tiene
la ventaja de garantizar que la informacion genética de una cepa se encuentre intacta, y los
neohaplontes corresponden al micelio monocariético que deriva de un dicarién sin la
intervencion de la cariogamia o meiosis. Obtenidos los neohaplontes de cada cepa, pueden
volver a restituirse conformando a las cepas reconstituidas. Por otro lado, los distintos
neohaplontes de cada cepa dicaridtica se cruzan entre si para determinar los patrones de

compatibilidad obteniendo los hibridos, Figura 3.
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Figura 3. Obtencion de cepas reconstituidas e hibridas a partir de cepas silvestres

2.2.4 Produccién de Pleurotus spp. Los hongos del género Pleurotus ocupan la tercera
posicion en la produccion de hongos comestibles después de las especies Agaricus
bisporus (champifién) y Lentinula edodes (Shiitake).! Las principales especies que se han
comercializado por sus caracteristicas sensoriales y nutricionales son: P. eryngii, P.
ostreatus, P. pulmonarius y P. djamor. Segun datos de la FAO,?® la produccién mundial de
hongos comestibles en el 2009 alcanzé 6.4 millones de toneladas, de las cuales 20 mil ton
aproximadamente correspondieron a P. ostreatus. En México, en el 2010, se cultivaron
3,031 ton de Pleurotus spp. que represent6 cerca del 5% de la produccion total de hongos
comestibles en el pais. Lo anterior, tiene un impacto econémico positivo, ya que el monto
anual de operaciones comerciales ha superado los 150 millones de délares y los volumenes
de exportacién han aportado divisas al pais por mas de 4 millones de dolares anuales,

generando aproximadamente 20 mil empleos directos e indirectos.?”

12



El incremento en el cultivo de las especies de Pleurotus spp. en los Ultimos afios radica en
que estos hongos tienen capacidad para utilizar como sustrato diversos materiales
enriquecidos en lignina y celulosa tales como rastrojo de maiz, paja de cereales, papel,
residuos vegetales y desechos ligninocelulésicos de la industria alimenticia® asi como a su
habilidad para crecer en un intervalo de temperaturas cercanas a la temperatura ambiente,

de 22 a 28 °C.

2.2.5 Productividad en el cultivo de los hongos. La productividad se considera una
caracteristica importante en el cultivo de hongos y se utiliza para determinar si el cultivo de
la cepa es econdmicamente factible y también para determinar el sustrato mas adecuado.
Los parametros que se consideran en la productividad son: tiempo de incubacion, aparicion
de primordios, tiempo transcurrido en la obtencion de las cosechas, eficiencia bioldgica (EB)
y tasa de productividad (TP). Para establecer si una produccion puede ser rentable, los
parametros EB y TP permiten caracterizar si una cepa puede ser productora de setas.?® La
produccion de hongos se valora en kg por sustrato y se expresa en porcentaje, este
porcentaje es la EB. La calidad productiva de un sustrato con valor mayor al 50% se
considera aceptable y valores cercanos o mayores a 100 indican que el sustrato es idéneo
para el crecimiento de las cepas.?® TP es el porcentaje diario de produccion, y se cuantifica
regularmente como un porcentaje. Estos parametros presentan valores en un intervalo
amplio que puede deberse a las condiciones utilizadas durante su cultivo. Los factores que
influyen en la productividad de las setas son: 1) Sustrato. Es el material sobre el que los
hongos crecen y debe contener principalmente lignina, celulosa, hemicelulosa y proteina.
El sustrato es fuente de carbono y nitrégeno.?® Para aumentar la productividad a través de

la EB es suplementar el sustrato mediante la mezcla de residuos.®° 2) Humedad relativa
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(HR). Es necesario un balance entre la humedad ambiental y el contenido de la seta. Para
evitar la deshidratacion del hongo, se requiere una HR entre el 80 - 90%. 3) Luz. Es un
factor modulador durante la agregacion de hifas y la maduracién de los carpéforos. También
evita la formacion de nudos en las hifas. Dependiendo de la funcion requerida, se necesita
mayor 0 menor exposicién de energia. 4) Temperatura. Hay una temperatura éptima para
cada etapa de crecimiento del hongo. La incubacion del micelio se lleva a 25° C. La
fomacion de primordios se lleva entre 15 a 25° C y la produccion de carpéforos entre 20 a
30° C. 5) Aireaciéon. Es necesario el oxigeno porque los basidiomicetos son organismos
aerobios. El CO; estimula la colonizacion del micelio en el sustrato, pero no se requiere para
el desarrollo de carpéforos. Niveles altos de CO, pueden producir hongos de baja calidad.
6) Plagas. Durante el cultivo de las setas, las principales plagas son: mosquitos, roedores,

algunas bacterias y hongos como Trychoderma, Penicilium y Arpergillus.”283%

2.2.6 Importancia funcional de Pleurotus spp. Estudios realizados con diferentes cepas
del género Pleurotus spp. muestran un valor promedio de 98% de digestibilidad proteica, y
se puede considerar que las proteinas de estos hongos (19 a 35% bs), son de alta calidad
por contener todos los aminoacidos esenciales.?? Los carpéforos contienen carbohidratos
que incluyen fibra dietética. Ademas se caracterizan por tener cantidades bajas de grasa (2
a 6% bs), que se concentra mayoritariamente en el estipite. Poseen un contenido de 4cido

linoleico entre un 70 y 80% del total de los lipidos presentes.3?

En los Ultimos afios ha aumentado el interés por conocer las propiedades funcionales de
cepas de Pleurotus mediante la cuantificacion y caracterizacion de compuestos bioactivos

con beneficios potenciales a la salud. Se ha reportado que estos hongos tienen propiedades
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tales como antiviral, antimutagénica, antiinflamatoria,'° hepatoprotectora, antitumoral,

antioxidante,3* entre otras. Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades funcionales en especies comestibles de
Pleurotus®*

Especie Actividad
P. eryngii Antiinflamatoria
Hepatoprotector
P. ostreatus Antioxidante
Antitumoral

Antiviral contra VIH

P. pulmonarius Antioxidante
Antiviral contra VIH
P. sajor-caju Antibacterial
Antitumoral
P. tuber-regium Antiviral contra herpes
P. djamor Antibacterial'®

Anticancerigeno®®
Antioxidante36

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana.

2.3 Actividad antioxidante (AA)

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre especies oxidantes y reductoras a
nivel celular en un organismo.3” Los organismos vivos poseen propiedades antioxidantes
que los protegen contra el dafio oxidativo, pero hay casos donde las especies oxidativas
estan en mayor proporcion que las especies antioxidantes y pueden reaccionar con los
acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares, u otras moléculas. Esto puede
promover la mutagénesis y carcinogénesis, arteriosclerosis, enfermedades inflamatorias,

trastornos del sistema nervioso, entre otros padecimientos.16:38
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En la actualidad, los hongos comestibles son reconocidos como un alimento funcional y
como fuente de componentes bioactivos. Presentan actividad protectora que ayuda al
organismo humano a reducir el estrés oxidativo. Se ha reportado que los compuestos
fendlicos de los hongos pueden ser antioxidantes o sinergistas.® Se ha podido aislar e
identificar acidos fendlicos, flavonoides y taninos en diez hongos silvestres comestibles

entre los que figuran Agaricus bisporus, Lentinula edodes, P. ostreatus y P. djamor.18

De los principales compuestos fendélicos encontrados en el género Pleurotus destacan los
derivados de acido benzoico (acido galico y siringico) y del &cido cinamico (acido ferdlico y

cafeico), Figura 4.318

COH CO,H
HO OH H,CO OCH, HO HO
OH OH
Acido gélico Acido siringico Acido ferdlico Acido cafeico

Figura 4. Compuestos fendlicos aislados en el género Pleurotus®®

Por otra parte, algunos métodos espectroscopicos colorimétricos utilizados para evaluar la
AA incluyen la inhibicién de la peroxidacién del acido linoléico, el secuestramiento de
radicales libres, la transferencia de electrones y la quelacion metalica. Los métodos que se
mencionan a continuacion se utilizaron en este trabajo para la evaluacién antioxidante de

extractos metanolicos de carpéforos y micelio de P. djamor.
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2.4 Métodos para determinar la actividad antioxidante (AA)

El método usado comunmente para cuantificar fenoles totales (FT) en alimentos y extractos
vegetales se emplea el reactivo Folin-Ciocalteu. Este método, esta basado en la capacidad
de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes de molibdato y tungstato sédico,
formando el complejo fosfomolibdico-fosfotlingstico,®® Figura 5. La transferencia de
electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en éxidos, que
son cromégenos de color azul intenso caracterizado con una banda de absorcion de Amax =
750 nm. Se conoce que la intensidad del color es proporcional al nimero de grupos hidroxilo

de la molécula.*®

[MoO,JH,PO,] NaCO,

PhOH —_— PhO: + PMoW110, )%
[H,PW,,0,] ( <)

Figura 5. Reaccion de reduccién de las sales de molibdato y tugstato por un compuesto

fendlico

Por otra parte, los flavonoides son un grupo de compuestos fendlicos que también pueden
ser cuantificados por métodos colorimétricos. Uno de los métodos para cuantificar
flavonoides totales (FVT) emplea tricloruro de aluminio. Este método se basa en la reaccion
entre los iones aluminio y los flavonoides en medio alcalino y en presencia de nitrito de
sodio; formando un complejo de color rosa,*! caracterizado por una banda de absorcién con

un valor de Amax = 515 nm, Figura 6.
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Catequina

Figura 6. Estructura del complejo tricloruro de aluminio—flavonoide*?

Ademds, los compuestos antioxidantes pueden desactivar radicales libres por dos
mecanismos principales. Uno de ellos implica la transferencia de atomos de hidrégeno
(HAT, por sus siglas en inglés), el otro se refiere a la transferencia de un solo electron (SET,
por sus siglas en inglés). Ademas de eso, ambas transferencias pueden suceder al mismo
tiempo. En este caso, el mecanismo dominante estard determinado por la estructura
antioxidante, las propiedades de solubilidad del compuesto, el disolvente y el coeficiente de

reparto, principalmente.*?

Asi mismo, un método muy usado para determinar la HAT se basa en evaluar la capacidad
del analito para estabilizar al radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH"), Figura 7. La
estabilidad relativa de este radical se atribuye a la deslocalizacion del electrén
desapareado. Esta deslocalizacion produce una coloracién violeta caracterizada por una
banda de absorcién a un valor de Amax = 520 nm en disolucion etandlica. Cuando una
disolucion de DPPH' est4 en contacto con una sustancia donadora de un atomo de
hidrégeno, o con otra especie radical (R*), se produce la forma reducida DPPH-H o DPPH-
R, respectivamente con la consecuente pérdida del color original del radical. Para la

interpretacion del método se emplea comunmente el pardmetro ICso, que indica la
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concentracion necesaria de la muestra evaluada para obtener un 50% de reduccion del

radical DPPH".
ArOH + N’ pH 5-6.6 NH + ArO
O,N NO, O2N NO,
NO, NO,

Figura 7. Reaccién de reducciéon de DPPH- por antioxidantes

Para determinar la AA mediante un mecanismo de transferencia predominantemente de
electrones se emplea el método del Poder Reductor (PR) desarrollado por Oyaizu.** En
esta técnica, la sustancia antioxidante (por ejemplo el ascorbato), reduce el anién
ferricianuro de potasio [Fe(CN)e]* a ferrocianuro [Fe(CN)g]*. El [Fe(CN)g]* al combinarse
con el catién Fe*3 forma ferrocianuro férrico, denominado azul de Prusia, Figura 8. La
intensidad del color depende de la concentracion de antioxidantes presentes en la muestra,
y tiene una banda de absorcién a un valor de Amax = 700 nm. El valor puede expresarse
como mg equivalentes de acido galico (EAG/g ms), ICso (mg/mL), capacidad reductora CR

(%) e indice de capacidad reductora en mg equivalentes de acido galico (ICREAG).
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2[Fe(CN)e]* + CsHiOs —>  2[Fe(CN)J* + CeH:Os + H

Ferricianuro Ascorbato Ferrocianuro Dehidroascorbato
Fe3* + [F N) ¢ —> Fe [E N pH 6.6
€ [Fe(CN)] e,[Fe(CN)els [ buffer de fosfato

16n férrico  Ferrocianuro Azul de Prusia

Figura 8. Reaccion de reduccion de ferricianuro por antioxidantes*®

20



3. ESTADO DEL ARTE

En esta seccion se da informacion sobre la obtencién de las cepas objeto de estudio en
este trabajo y la importancia del micelio, asi como los valores de fenoles y flavonoides

totales y la AA descritos en la literatura para el género Pleurotus.

3.1. Rescate de germoplasma y obtencién de nuevas cepas de Pleurotus spp.

El cultivo de las especies de Pleurotus ha sido una de las alternativas que pretende ayudar
a contrarrestar la carencia de alimento de calidad sobre todo en el sector rural de México.
También como alternativa de alimentos para personas que consumen poca proteina de
carne. Por tal motivo, en los ultimos afios han surgido grupos productores en las distintas
regiones del pais. Sin embargo, para extender el cultivo de Pleurotus hacia otras regiones
es necesaria la produccién de cepas capaces de crecer y fructificar bajo condiciones
climaticas distintas a las de su habitat natural, asi como de nuevas cepas con caracteristicas
mejoradas. Una de las alternativas para obtener nuevas cepas, consiste en el rescate de
germoplasma nativo mediante el mejoramiento genético utilizando sistemas de hibridacion,

como es el método del acoplamiento de neohaplontes compatibles.

En trabajos previos, en el grupo de investigacion del Laboratorio de Bioprocesos,® se
recuperé el germoplasma de cepas silvestres de Pleurotus spp. (denominadas UTMB y
UTMR) de Huajuapan de Leodn, Oaxaca, México (altitud 1785 m, latitud norte 17°49°40” y
longitud oeste 97°48°23”). Después de desdicariotizar las cepas y recuperar sus respectivos
neohaplontes, se obtuvieron nuevas cepas reconstituidas e hibridas, para evaluar su

potencial productivo y funcional. Las cepas que se seleccionaron como objeto de estudio
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en el presente trabajo fueron diez: dos cepas silvestres (UTMB y UTMR), dos reconstituidas
(BB y RR), cuatro hibridas (H1-4), y dos cepas usadas como control (RP, Pleurotus djamor;

y UAP, Pleurotus spp.).

Con base en la morfologia de las cepas silvestres en el trabajo previo, se realizé la
identificacion taxondmica en la Coleccion de Macromicetos del Herbario de la Facultad de
Ciencias (FCME) de la UNAM, la cepa UTMB de color blanco se identific6 como Pleurotus
djamor var. djamor (Rumph. Ex Fr.) Boedijn (nimero de registro 26234), y la cepa UTMR
de color rosa, como Pleurotus djamor var. roseus Corner (nimero de registro 26233).°> Los
carpoéforos de estas cepas tienen forma de pétalo de flor, pileo liso, asi como consistencia
firme y correosa, Figura 9. El didmetro en el sombrero oscila de 3 a 5 cm y el estipite es

menoralcm.

Figura 9. Carpdéforos de a) P. djamor var. djamor (Rumph. Ex Fr.) Boedijn; b) P. djamor
var. roseus Corner®
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3.2 Productividad en el cultivo de Pleurotus djamor

La productividad de diferentes cepas silvestres, reconstituidas e hibridas de Pleurutos
djamor se han estudiado en nuestro pais, asi como en otros paises. Los sustratos
empleados en su cultivo son pajas de cebada, sorgo y trigo,%*¢ El tiempo de inicio para la
formacion de primordios (Tfp) esta en el intervalo de 10 a 37 dias y un tiempo de cosecha
total (Tct) entre 29 a 108 dias. El peso medio (Pm) oscila entre 0.50 a 8.80 g, la eficiencia

biolégica (EB), de 12 a 147% y la tasa de productividad (TP), entre 0.20 a 2.85%, Tabla 2.

Tabla 2. Parametros de productividad de cepas de P. djamor

Tip Tet Peso Eficign_cia Tasa d'e ’
Cepa Sustrato ) ) medio biol6égica  productividad Pais
(9) (%) (%)
Nativa® Pa -- -- -- 20 - 56 0.36 - 1.00 Panama
Nativa® Maiz - - - 23-53 0.40 - 1.00 Panama
Parental” Pc -- -- - 53 - 86 0.90 - 1.40 México
Parental®! Pc 10-13 35-108 -- 55-73 1-10-1.70 México
Parental®® Pt 18 33 5.11 58 1.76 ~ México
Parental4” Pts 13 -- 2.17 -- -- India
Silvestre UTMB® Pt 31 58 0.50 12 0.2 México
Silvestre UTMR® Pt 16 48 2.60 147 2.80 México
Silvestre var djamor*® Pt 27 -37 -- - 62 - 112 -- Argentina
Silvestre var roseus*® Pt 27-31 -- -- 89 - 107 -- Argentina
Hibrida” Pc - - - 74 - 115 1.20-1.90 México
Hibrida3! Pc -- -- -- 19 -85 0.35 - 1.50 México
Hibridas3® Pt 16 29 8.80 81 2.85 México

Tfp: tiempo de formacién de primordios. Tct: tiempo de cosecha total. Pa: paja de arroz. Pc: paja de cebada. Pts: paja de trigo
suplementado. Pt: paja de trigo.

Como se aprecia en la Tabla 2, las investigaciones enfocadas a la productividad de P.
djamor son paises del contienente americano, principalmente México. Todas las cepas sin
importar su procedencia, muestran un amplio intervalo para EB y TP. Esto puede deberse

a las distintas condiciones del cultivo empleadas. Cabe mencionar que los valores de EB
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no necesariamente se ven reflejados en TP, ya que este Ultimo parametro involucra la
variacién del tiempo del ciclo productivo. El Pm es otro parametro que muestra un amplio
intervalo de valores tanto en cepas silvestres como las hibridas. Una raz6n problable sean
los sustratos utilizados, ya que contienen diferente composicion y biodisponibilidad. Otro
aspecto que puede influir en la productividad es el factor genético. Hasta el momento, se
tiene escasa informacién de la productividad de cepas hibridas y reconstituidas. Los pocos
datos con los que se cuenta, muestran que no todas las cepas hibridas logran mejorar sus
caracteristicas. Asi también, no hay una tendencia clara que muestre que las cepas hibridas

mejoran sus caracteristicas con respecto a las silvestres.

3.3 Importancia del micelio

Investigaciones recientes cuantifican la AA en extractos organicos de micelio. Esto se debe
a que, al igual que los carpoforos, es fuente de proteinas, vitaminas, minerales y presenta
diversos compuestos bioactivos tales como polisacaridos, complejos péptido-polisacaridos,
lectinas, triterpenos, fenoles, flavonoides. La produccion de la biomasa micelar es continua,
rapida y ocupa menos espacio que el carpéforo.’* Por otra parte, el crecimiento del
carpo6foro es un proceso complejo que implica el uso de compostas sélidas, periodos de
cultivo largos y un control estricto en las condiciones de cultivo si se compara con la
obtencion de micelios. Los micelios se producen principalmente en cultivos sumergidos con
nutrientes definidos con lo cual se puede producir biomasa de forma rapida.*® Durante la
obtencion de micelio se controlan parametros como temperatura, luz, humedad y pH. Las
investigaciones mas recientes se han enfocado a optimizar el proceso de obtencion del
micelio porque la cantidad y caracteristicas fisicoquimicas de los metabolitos secundarios

dependen de la composiciéon y condiciones del medio de cultivo.'” La biomasa micelial
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posee propiedades bioldgicas comparables a las encontradas en los carpéforos de los
hongos. Actualmente dicha biomasa se ha empleado como saborizante, como alimento

funcional y como parte de formulaciones nutracéuticas.®

3.4 Actividad antioxidante (AA) en Pleurotus spp.

Existen algunos reportes del contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante
(AA) para la especie P. djamor. La mayor parte de ellos provienen de paises asiaticos,
donde también es comun su consumo, Tabla 3. Los extractos provenientes de carp6foros
mas empleados para la cuantificaciéon de estos metabolitos y su AA, son los extractos
etandlicos, metandlicos y acuosos debido a que los compuestos antioxidantes de interés
son polares. Se puede observar que el contenido de fenoles totales (FT) se encuentra en
un intervalo de 2.25 + 0.04 a 32.55 £ 0.21 mg equivalentes de acido gélico por gramo de
masa seca (mg EAG/g ms),*10y 27.00 + 4.89 mg equivalentes de acido galico/g de extracto
seco (mg EAG/g ext s).El contenido de flavonoides totales (FVT) de 0.002 + 0.0001 a 14.88
+ 2.13 mg equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco (mg EQ/g ext s) en
extractos metandlico y etandlico, respectivamente de esta especie.'*'? En relacién a la
actividad antioxidante determinada por el método de reduccién del radical DPPH® se han
reportado ICso entre 0.065 y 7.25 mg/mL 1012 y determinada mediante Poder Reductor (PR),
un ICso = 6.30 £ 0.50 mg/mL.* El Poder Reductor (PR) también se ha expresado como mg
equivalentes de acido galico por gramo de masa seca (mg EAG/g ms), capacidad reductora
(CR) expresado como porcentaje, e indice de capacidad reductora equivalente de

guercetina (ICREQ).
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Las investigaciones realizadas para cuantificar compuestos fendlicos y AA en extractos de
micelio de P. djamor hasta el momento son nulas. Liang y colaboradores?® reportaron en P.
eryngii un contenido de FT de 12.65 + 0.82 mg EAG/g ms, un ICso = 2.47 mg/mL por el
método del radical de DPPH"y un ICso=9.18 + 0.03 mg/mL con el método de PR. Vamanu?®
en P. ostreatus report6 35.40 + 6.75 mg/g biomasa y un contenido de FVT de 28.00 + 5.70
mg EQ/g biomasa. Mientras que para P. ostreatus Cilerdzi¢ y col.” reportaron un contenido
de FT de 14.41 + 1.68 mg EAG/g ext s, FVT de 4.42 £ 0.86 mg EQ/g ext s, y AA con el

radical de DPPH" un ICso de 13.94 mg/mL.

La AA de los carpéforos por el método radical DPPH' y expresada como ICso = 1.46 mg/mL
es aproximadamente diez veces menor al obtenido a partir de micelio, ICso = 13.94 mg/mL.
El primer valor de ICso corresponde a P. djamor y el segundo a P. ostreatus. Esto podria
sugerir que la AA es mejor en los extractos provenientes de los carpéforos. Sin embargo,
la escasa informacién y la comparacion de valores en especies diferentes no valida esta

suposicidn y se requiere mas investigaciones.

Por otro parte, no hay mencién respecto al origen de las cepas a las cuales se evalud la
AA, si proceden de cepas silvestres o hibridas. Los valores de FT, FVT y PR se han
reportado en diferentes unidades. Asi también, las cepas empleadas para la obtencién de
los extractos miceliales no pertenecen a P. djamor. Estas diferencias influyen en la variacion

de los valores.
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Tabla 3. Fenoles totales (FT), flavonoides totales (FVT), ICso y Poder Reductor (PR) de extractos alcohdlicos de carpoforos y micelio

del género Pleurotus spp.

FT FVT ICso PR
Especie Extracto (mg EAG/g ms) (mg EQ/g ext s) (mg/mL) Ic Pais
50
(DPPH") (mg EAG/g ms) (mg/mL) ICREQ
Carpéforos
P. djamor® Metandlico 3.6 ND 1.90+0.31 1.9+0.20 ND ND India
P. djamor® Metanolico 55, 4 ND 2.87 +0.29 ND ND ND India
remanente

P. djamor 1° Metandlico  32.55+0.21 1.53+0.11 0.065 ND ND ND India
P. djamor!? Metandlico 27.00 £ 4.892 2.1E®+0.10 1.46 £ 0.04 ND 6.3 +0.50 ND India
gjé mg‘rﬁ‘zmor Val  Etandlico  51.94 +0.67" 14.88 + 2.13 7.25 ND ND 0.771 Malasia
Eﬁsel?é?zmor Va  Etandlico  43.89 +0.99° 5.66 + 1.92 6.50 ND ND 0.874 Malasia
P. djamor®® Etanolico ND ND 0.12 ND ND ND Colombia
Micelio
P. eryngii® Etandlico 12.65 £ 0.82 ND 2.47 £0.03 ND 9.18 £ 0.03 ND China
P. ostreatus?® Etandlico 35.40 + 6.75°¢ 28.00 £ 5.70¢ ND ND ND ND Rumania
P. ostreatus?’ Etandlico 14.41 +1.682 4.42 £ 0.86 13.94 ND ND ND Serbia

EAG: Equivalentes de acido galico. ms: masa seca. EQ: Equivalente de quercetina. 2ext s.’mg equivalentes de acido tanico (EAT)/g ext. °mg EQ/g biomasa. ICREQ: Indice de capacidad
reductora equivalente de quercetina. ND: No determinado.
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4. METODOLOGIA

La metodologia que se realizé en esta tesis se dividié en cuatro etapas: 1) Caracterizacion

del micelio, 2) Productividad de las cepas de Pleurotus, 3) Secado y preparacion de la

muestra y 4) Cuantificacion de compuestos fendlicos y la AA, Figura 10.

Etapal Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
o ani i Secado y Cuantificacién de

Caractrﬁztz;%on del Producgzlpdzfsd de las preparacion de la compuestas
muestra fendlicos y actividad

antioxidante

*Morfologia +Eficiencia bioldgica *Secado de *Fenoles totales

+Velocidad de (EB) carpoforos y (FT)

crecimiento (Vc) *Tasa de micelio *Flavonoides (FVT)

productividad (TP)

*Produccién de
micelio en medio
liquido

*Extracciones
metandlicas
sélido-liquido

totales
*Reducciéon de
DPPH

*Poder Reductor
(PR)

Figura 10. Etapas del presente proyecto de investigacion

La metodologia general que se empleé en este trabajo se muestra en la Figura 11. Esta

incluye la obtencién de micelio y carpoforos, obtencion de los extractos metandlicos de las

diez cepas de Pleurotus, y la cuantificacion espectroscépica de FT, FVT y AA.
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Eficiencia Tasa de
bioldgica productividad
(EB) (TP)
Evaluacién

de productividad

Cuantificacion
fenoles totales

(FT)
Extraccion Extraccién
lig-lig lig-liq
AcOEt hexano

Cuantificacion
flavonoides
totales (FVT)

Extraccion
sol-liq
MeOH

Hidrdlisis
HCI, 1 N

Cuantificacién
actividad antioxidante, AA

(DPPH"y Poder Reductor, PR)

Activaciéon de

Cuantificacién
actividad antioxidante, AA

(DPPH"

Figura 11. Metodologia general de la investigacion
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4.1 Material biologico

Se usaron cepas del género P. djamor provenientes del cepario de la UTM, las cuales,
fueron aisladas, identificadas y caracterizadas previamente por el grupo de investigacion
del Laboratorio de Bioprocesos.® Las cepas son las siguientes: cepas silvestres (UTMB y
UTMR), cepas reconstituidas (BB y RR), cepas hibridas (H1, H2, H3 y H4) y cepas control
que fueron donadas por el Laboratorio de Cultivos Celulares de la Unidad Profesional

Interdisciplinaria de Biotecnologia (UPIBI), (RP, Pleurotus djamor y UAP9, Pleurotus spp.),

Figura 12.

Silvestres UTMB (Pleurotus djamor var. djamor)
(parentales) UTMR (Pleurotus djamor var. roseus)
BB
Reconstituidas RR
H1
H2
Hibridas
H3
H4
Controles RP (P. djamor)
(comerciales) UAP (Pleurotus spp.)

Figura 12. Cepas de Pleurotus utilizadas en esta investigacion

4.2 Equipos y materiales

En la parte experimental relativo a la productividad, se empleé lo siguiente: Campana de
flujo laminar Labconco Clean Bench 36125-00, incubadora Riossa, incubadora de agitacion
orbital VWR®, microscopio Iroscope MG-11P1, centrifuga Eppendorf 5810 R, refrigerador
General Electric Smart RG19X1MA, congelador Torrey CVPS21, autoclave Presto,
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licuadora Osterizer dos velocidades, mechero Fisher, balanza granataria OHAUS Triple
Beam TJ2611, vernier MetroMex Scala, termohigrometro TFA Dostmann Wertheim,

cronémetro Cole-Parmer®, cajas Petri.

En la parte experimental que involucré a la AA: Molino ciclénico Foss™ Cyclotec 1093,
ultrasonicador-degasificador cleaner SB-3200 DTN, rotavapor Heildoph Laborota 4000,
campana de extraccibn Manufacturera metalica Argos, efficient, bomba de vacio
Vacuubrand MZ2C, lector de microplacas Synergy HTX BioTek®, balanza analitica Ohaus
Pioneer PA214, termobalanza Sartorius™ MA45, C18 de Burdick & Jakson, vortex
Barnstead International type 16700 Mixer e IKA®, placas de 96 pozos Costar de media area
de fondo plano de poliestireno, micropipetas de volumen ajustable, micropipeta multicanal
Accumax. El secado de las muestras se realizé en un deshidratador de charolas giratorias,
construido en el Instituto de Agroindustrias de la UTM.5! En toda la parte experimental se
empled: material de vidrio, parrillas de calentamiento Barnstead Thermolyne CIMAREC®,

micropipetas de volumen ajustable,

4.3 Reactivos, disolventes, medios de cultivo y sustrato

Acido gélico monohidratado 98%, 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH"), KH,PO, (fosfato de
potasio monobasico) 99%, MgS0,47H,0 (sulfato de magnesio heptahidratado) 98%, (%)
acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox) 97%, KsFe(CN)s
(hexacianoferrato (Ill) de potasio) 98.5-102.0%, y quercetina 295%, 2,6-di-tert-butil-4-
metilfenol (BHT), rutina 294%, fueron adquiridos de Sigma-Aldrich®. AICl; (cloruro de
aluminio) en cristales 97.8%, fue comprado en J.T. Baker®. FeCls (cloruro férrico) en trozos

97% adquirido en Analytyka Reactivos. KsFe(CN)e*3H20 (hexacianoferrato de potasio (ll)
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trihidratado) 99.7%, CCIsCOOH (acido tricloroacético) 99%, fueron de Reactivos Quimica
Meyer; reactivo Folin-Ciocalteu 2 M fue de la marca Fluka; Na.COs (carbonato de sodio)
anhidro en polvo 99%, NaNO: (nitrito de sodio) granular 97% y CsH120s (glucosa) anhidra
fueron de la marca Productos Quimicos Monterrey; NaOH (hidréxido de sodio), K:HPO4
(fosfato dibasico de sodio) anhidro fue obtenido de Wako Pure Chemical Industries; MeOH
(metanol) 99.8%, EtOH (etanol) 99.9% y cloruro de benzalconio 50% fueron comprados de
Reasol. Agar extracto de malta (AEM) fue de la marca Dibico; agar bacteriol6gico, extracto
de levadura y peptona fueron de la marca Bioxon. Hipoclorito de sodio comercial de la
marca Cloralex. Grano y paja de trigo. Los disolventes, incluido el agua, se destilaron y

degasificaron antes de ser usados.

4.4 Preparaciéon de medios de cultivo

4.4.1 Medio sélido en agar extracto de malta (AEM) para crecimiento micelial. Se
disolvieron 20.0 g de agar bacteriolégico y 15.0 g de AEM en 1 L de agua pasada por
6smosis inversa. La disolucion se esteriliz6 en autoclave a 121 °C, 15.65 psi por 20 min.
Esterilizada la disolucion, se coloc6 10 mL de medio AEM en cajas Petri e incubaron a 28
°C por 24 h para comprobar su esterilidad. Las cajas con agatr, libres de contaminacion, se

almacenaron en la incubadora hasta su empleo posterior.

4.4.2 Medio para produccién de micelio en cultivo liquido.>? Se disolvieron 20 g de
glucosa, 1 g de extracto de levadura, 1 g de peptona, 0.6 g de K;HPO4, 1 g de KH2PO. y
0.5 g MgS04*7H20 en 1 L de agua destilada. En matraces Erlenmeyer de 500 mL se

colocaron 330 mL de medio. A cada matraz se le coloco un tapon de algoddn. Se esterilizd
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a 121 °C, 15.65 psi por 20 min. Una vez estériles, se dejaron en reposo a temperatura

ambiente por 24 h para asegurar su esterilidad.

4.5 Caracterizacién de la morfologia y el crecimiento micelial de cepas de P. djamor
en medio sélido AEM®3

Se utiliz6 AEM como medio de cultivo sélido para realizar el crecimiento micelial de las
cepas. El micelio de las cepas se mantuvo activo realizando resiembras en AEM cada 21
dias y se incub6 en la oscuridad a 28 + 2 °C. Para confirmar que los micelios resembrados
pertenecian a las cepas de interés se hicieron observaciones en el microscopio de las
fibulas (estructuras formadas durante la etapa de crecimiento celular en células dicarioticas)
presentes en las hifas septadas. Una vez que el micelio invadié por completo el medio sélido
de AEM contenido en la caja Petri se hizo la caracterizacion visual de la morfologia micelial.
Las caracteristicas que se evaluaron fueron textura (algodonosa o floculosa), densidad
(alta, regular o baja), color (transparente, blanco o rosa palido) y forma de crecimiento

(escaso, regular o abundante).

Para la caracterizacion del crecimiento micelial de las cepas en medio AEM, se determin6
la velocidad de crecimiento micelial (Vc). Para ello se transfirieron fragmentos de 8 mm de
didmetro de micelio de cada cepa a cajas Petri (90 x 15 mm) con 10 mL de AEM y se
incubaron en oscuridad a 28 °C. El crecimiento micelial acumulado (Cma) fue determinado
midiendo diariamente con un calibrador vernier el diametro de la colonia hasta completar la
invasion de la caja.?! Se evalu6 el crecimiento micelial en medio sélido desde el inicio de la
inoculacion hasta la invasion total de la caja (10 dias aproximadamente). De este

crecimiento se realizé una gréafica del diametro de la biomasa en el medio de cultivo contra
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el tiempo (d), y se obtuvo un ajuste lineal correspondiente a la ecuacién (ejemplo: y =
0.8877x - 0.6933 con R? =0.981). Por lo tanto, la velocidad de crecimiento se estimé
calculando la pendiente (m) de la ecuacién de la curva:

y1=mxi+b
Donde y; es el diametro de Cma expresado en cm, x; es el tiempo expresado en dias (d) y
m es la velocidad promedio de crecimiento micelial (Vc) expresado en cm/d.®> Las
velocidades de crecimiento micelial promedio se obtuvieron a partir del promedio de cinco

repeticiones por cada cepa * desviacion estandar.

4.6 Productividad de las cepas de P. djamor

4.6.1 Produccion del in6culo de grano de las cepas de P. djamor. La preparacion de la
semilla (grano de trigo) se realizé de la manera siguiente: se limpi6 el trigo eliminando
impurezas y se remojé en agua por 24 h a temperatura ambiente. El trigo se lavo varias
veces para eliminar azucares fermentados, se pesaron 150 g del grano hidratado y se
colocaron en bolsas de polipapel (20 x 30 cm). Se esterilizaron a 121 °C, 15.65 psi durante
40 min. El grano de trigo contenido en las bolsas fue inoculado en condiciones estériles y
combinado con el contenido de la mitad de una caja invadida con micelio a temperatura
ambiente. Se eliminé todo el aire posible y la bolsa se amoldé para formar un cilindro de 3
cm de didmetro x 10 cm de altura aproximadamente. Las bolsas inoculadas fueron selladas,
etiquetadas e incubadas en la oscuridad a 28 + 2 °C y posteriormente se esperd hasta que
el micelio invadiera al grano en su totalidad. Para cada cepa se realizaron ocho réplicas +

la desviacién estandar.
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4.6.2 Obtencion de los carpéforos de las cepas de P. djamor. Para preparar el sustrato
de paja se picaron fragmentos de 3 a 5 cm de largo, se remojaron en agua por 24 h, se
pasteurizaron con vapor de agua durante 3 h, se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente, en condiciones estériles se inoculd por el sistema de capas un kg de paja
pasteurizada con 150 g de in6culo de grano de trigo y se llenaron las bolsas de 50 x 60 cm.
Las bolsas inoculadas se comprimieron para eliminar todo el aire posible, se sellaron y
etiquetaron. Las bolsas se incubaron en oscuridad a 23 + 3 °C hasta la completa
colonizacién del sustrato. Al cuarto dia después de la inoculacion, se perforaron las bolsas
con una aguja estéril para favorecer el intercambio gaseoso y crecimiento micelial. Se
hicieron constantes revisiones visuales durante el periodo de incubacién para observar el
crecimiento del micelio, detectar primero las posibles contaminaciones y la aparicion de
primordios. Cuando los primordios aparecieron, las bolsas se traspasaron a un cuarto de
fructificacion con una humedad constante entre 80 - 85%, temperatura entre 18 - 20 °C, 9
h de luz y 15 h de oscuridad, para ayudar a la formacion de los carpéforos.® Se registro el

tiempo correspondiente de esta aparicion.

Una vez que el hongo alcanzé su tamafio y forma caracteristicos, se realiz6 la cosecha (se
realizaron dos cortes durante el ciclo productivo) y se registré la masa humeda del hongo
para obtener el rendimiento.®> Para cada cepa se realizaron ocho réplicas + la desviacion

estandar. La productividad se evalué con los parametros siguientes:

o Eficiencia biolégica (EB), es la relacion entre la masa fresca de los hongos

cosechados y la masa del sustrato seco expresado como porcentaje.

masa fresca del hongo
EB = * 100
masa seca del sustrato
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Tiempo de inicio de la formacién de primordios (Tfp), son los dias transcurridos desde
el traslado de la paja inoculada al cuarto de fructificacién, hasta el inicio de formacién
de primordios. Se expresa en dias (d).

Tiempo de cosecha total (Tct), los dias transcurridos desde el traslado de la paja
inoculada al cuarto de fructificacién, hasta el Gltimo corte. Se expresa en dias (d).
Tasa de productividad (TP), es la relacion entre EB y el nimero de dias del ciclo
productivo (desde el traslado de la paja inoculada al cuarto de fructificacion, hasta
que se realiza el Gltimo corte) se expresa como porcentaje.

EB
P = *100
namero de dias del ciclo productivo

Peso medio de las fructificaciones (Pm), se calcul6 con el promedio de la masa fresca
media de la primera y segunda cosechas. EI Pm de cada cosecha se calculd
dividiendo la masa total de los carpoforos frescos cosechados entre el niUmero total

de carp6foros cosechados.?®

masa total de los carpéforos frescos cosechados

Pm =
namero total de carpéforos cosechados

4.6.3 Determinacion de humedad en carpo6foros frescos y secos. Para determinar la

humedad se emple6 el método 925.09 de AOAC. Se pesé 2 g de carpéforos frescos, se

cortaron y se colocaron en crisoles a 105 °C por 5 h. Posteriormente se determiné el

porcentaje de humedad. Para la muestra seca se repitié el mismo procedimiento que para

la muestra fresca. Los datos fueron usados para el calculo de las determinaciones de los

compuestos fendlicos y AA en base hiumeda y seca, respectivamente. Todas las
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determinaciones se realizaron por triplicado y los valores se expresaron como la media de

una medicién * la desviacién estandar.

4.7 Actividad antioxidante (AA) en P. djamor de carpo6foros y micelio

4.7.1 Preparaciéon de la muestra a partir de carp6foros. Los carpo6foros frescos, se
cortaron en trozos de 2 a 3 mm y se secaron en un horno de charolas giratorias a 40 °C
hasta alcanzar menos del 10% de humedad. Posteriormente, se molieron en molino

ciclonico y los polvos obtenidos se almacenaron a -4 °C hasta su uso posterior.

4.7.2 Preparacion de la muestra micelial. El cultivo madre se mantuvo en placas de agar
extracto de malta con sub-cultivos periédicos. De media placa invadida por micelio se
hicieron cortes (1 cm?) con un cortador estéril y se transfirieron a matraces Erlenmeyer de
500 mL conteniendo 330 mL de medio liquido. Se colocaron en una incubadora con
agitacion orbital a 150 rpm, 28 °C por 12 + 1 dias. Pasado ese tiempo, a la biomasa de cada
cepa se le hicieron tres lavados con agua pasada por 6smosis, la cual se centrifugé a 10000
rpm por 10 min. El micelio lavado y centrifugado se deshidraté a 40 °C en el secador de
charolas giratorias. Una vez deshidratado el micelio, se molié en licuadora por 10 s y
posteriormente se termind de moler en un mortero. Se almacend a -4 °C hasta su empleo

posterior para la obtencién del extracto organico.
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4.7.3 Obtencidn del extracto metandlico desengrasado de carpéforos. Se pesaron 0.30
g de los carp6foros secos y se adicionaron 10 mL de hexano. Se realiz6 la extraccién sélido-
liquido asistida por ultrasonido por 10 min a 25 °C. Se centrifug6 a 5000 rpm por 5 min y el
sobrenadante se filtro a través de papel filtro Whatman #1. Se repitio el procedimiento una
vez mas. Al residuo desengrasado se agregaron 10 mL de MeOH, se realizé la extracciéon
sélido-liquido asistida por ultrasonido por 10 min a 25 °C. El extracto se centrifugé a 5000
rpm por 5 min y se filtré a través de papel filtro Whatman #1. Se repiti6 la extraccién sélido-
liguido dos veces mas para asegurar la extraccion de los componentes polares. Los
sobrenadantes filtrados se combinaron y evaporaron a sequedad a 40 °C en un rotavapor.
El residuo se peso para obtener el rendimiento y se redisolvié en 10 mL de MeOH. Este
extracto se empled para la cuantificacion de FT (Ver Seccién 4.7.7). Las extracciones se

realizaron por triplicado con tres repeticiones = la desviacién estandar.

4.7.4 Obtencion del extracto metandlico hidrolizado y desengrasado de carpdéforos.
Se pesaron 5.0 g de polvo de carpéforos secos a los cuales se adicionaron 25 mL de MeOH.
Posteriormente, se realizé la extraccion soélido-liquido asistida por ultrasonido por 10 min a
25 °C. Se llevé a centrifugacién a 5000 rpm por 5 min, el sobrenadante se filtr6 a través de
papel filtro Whatman #1. El procedimiento se repitié dos veces mas. Los sobrenadantes se
combinaron y evaporaron a 40 °C en un rotavapor a vacio. El residuo se pesoé para obtener
el rendimiento y se adicionaron 30 mL de HCI 1 N. El hidrolizado se calenté por 1 h, a 80
°C en un bafio de agua. Pasado ese tiempo, el hidrolizado se llevé a temperatura ambiente,
y se realizé la extraccién liquido-liquido con hexano (40 mL x 3). A la fase acuosa remanente
se le realizaron extracciones liquido-liquido con AcOEt (40 mL x 3). Los extractos de AcOEt

se combinaron, se secaron sobre Na SO, anhidro, se filtraron a través de algodén y se
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evaporaron a 40 °C en un rotavapor al vacio. Antes de completar la evaporacion, a la
disolucion se le adicion6 una alicuota de carbon activado. Posteriormente, se filtré a través
de papel filtro Whatman #1, se lavo el papel filtro con AcOEt y se evapord a sequedad. El
residuo se pesoO para obtener el rendimiento y se redisolvi6 en MeOH para alcanzar la
concentracion de 25 mg/mL. Este extracto se empled para cuantificar el contenido de FVT
(Ver seccion 4.7.8). Las extracciones se realizaron por triplicado con tres repeticiones + la

desviacion estandar.

4.7.5 Obtencidn del extracto metanélico crudo de carp6foros y micelio.> Se pesaron

las siguientes cantidades de polvo seco de carpéforo y micelio:

Masa (g)
Método
Carpéforo Micelio
DPPH* 0.30 0.20
PR 0.35 --

Al polvo seco se le agregaron 10 mL de MeOH, y se realiz6 la extraccion asistida por
ultrasonido a 25 °C por 10 min. El extracto obtenido se centrifug6 a 5000 rpm por 5 min. El
sobrenadante se filtr6 a través de papel filtro Whatman #1 y se repiti6é la extraccion dos
veces mas. Los sobrenadantes se combinaron y evaporaron a sequedad a 40 °C en un
rotavapor. El residuo se pesé para obtener el rendimiento y se redisolvié en 10 mL MeOH.
Este extracto se obtuvo para cuantificar la AA mediante el método del radical DPPH* para
carpoforos y micelio, y por el método de PR para carpéforos (Ver secciones 4.7.9y 4.7.10).
Las extracciones se realizaron por triplicado con una medicién para el método del DPPH",
y dos mediciones para el método de PR + la desviacion estandar, respectivamente.
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4.7.6 Obtencién del extracto metanolico micelial y limpieza por extracciéon en fase
sdlida (EFS). Se pesaron 0.20 g de polvo de micelio seco y se agregaron 10 mL de MeOH.
Se realizé la extraccién mediante ultrasonido a 25 °C por 10 min. El extracto obtenido se
centrifugd a 5000 rpm por 5 min. El sobrenadante se filtré a través de papel filtro Whatman
#1. Se repitid la extraccion una vez mas. Los sobrenadantes se combinaron y evaporaron
a sequedad a 40 °C en un rotavapor. Se peso el extracto seco para obtener el rendimiento
y se disolvié en 5 mL de una mezcla de MeOH:H,0 (2:3). Se acondicioné un cartucho con
C-18 con agua Yy la disolucién del extracto se hizo pasar por la fase estacionaria. La
disolucion obtenida de esta extraccion en fase solida se evaporé a sequedad a 40 °C en un
rotavapor. Se afor6 con MeOH a 10 mL. Las extracciones se realizaron por triplicado con
tres repeticiones + la desviacion estandar. Este extracto se usoé para la cuantificacion de FT

(Ver seccion 4.7.7).

4.7.7 Cuantificacion de fenoles totales (FT). Preparacion de disoluciones. Na,COs; al
0.5% (p/v): 50 mg de Na,COs3 se pesaron, y después se llevaron a un volumen de 10 mL
con agua. Reactivo de Folin-Ciocalteu 0.1 M: 0.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu 2 M se
midieron, y se disolvieron en agua hasta alcanzar un volumen de 10 mL en ausencia de
luz. Acido galico 1000 pg/mL: 10 mg de &cido galico se pesaron, se disolvieron en MeOH y
se llevaron a un volumen de 10 mL. De esta disolucion se prepararon los estandares de 5,

10, 15, 20 y 25 pg/mL.

Cuantificacién. Se empleé el método colorimétrico que utiliza el reactivo de Folin-Ciocalteu®®
con modificaciones. 40 pL de extracto o de estandar se combinaron con 40 L del reactivo

de Folin-Ciocalteu 0.1 M en una microplaca. La mezcla se dejé en reposo por 3 min a
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temperatura ambiente en el lector de microplacas, y se agité por 15 s a baja velocidad.
Pasado este tiempo, a la mezcla anterior se adicionaron 40 uL de Na>COs al 0.5% que se
incorporaron mediante succién (tres veces). La mezcla se dejo reposar 30 min a 40 °C, y
después se agité por 1 min a velocidad media en el lector de microplacas. La absorbancia
de la muestra o del estandar se leyé a 750 nm. Al blanco de la muestra o del estandar se
adicion6 agua en lugar del reactivo de Folin-Ciocalteu. Para realizar la cuantificaciéon de los
fenoles totales se construyd una curva de calibracion de acido gdlico. El contenido de FT
se expres6 en mg equivalentes de acido galico/g de extracto (mg EAG/g ext) o mg
equivalentes de &cido galico/g de masa seca (mg EAG/g ms). Todas las determinaciones
se realizaron por triplicado con tres repeticiones y los valores se expresaron como la media

de tres mediciones + la desviacion estandar.

4.7.8 Cuantificacion de flavonoides totales (FVT). Preparacion de las disoluciones.
NaNO: al 1.5% (p/v): 375 mg de NaNO; se pesaron y llevaron a un volumen de 25 mL con
agua. AlICls al 3% (p/v): 300 mg de AICI3*6H,0 se pesaron y se llevaron a un volumen de
10 mL con agua. NaOH 1 N: 400 mg de NaOH se pesaron y disolvieron en agua hasta
alcanzar un volumen de 10 mL. Estandares de quercetina: 10 mg de quercetina se pesaron
y disolvieron en MeOH hasta alcanzar un volumen de 10 mL en ausencia de luz. A partir de
ese stock se prepard un estandar de 500 pg/mL y de esta Ultima disolucion se obtuvieron

los estandares a concentraciones de 30, 60, 90, 120 y 150 pg/mL.

Cuantificacién. Se realiz6 segun lo descrito por Julian-Loaeza®® con modificaciones. A 1 mL
del extracto o del estandar se le agregé 1 mL de NaNO; al 1.5% y se agité en un vértex por

5 min a temperatura ambiente. De esta mezcla se tom6 una alicuota de 50 pL que se coloco
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en una microplaca. Se agregaron 50 pL de AICI; al 3% y se agité por 1 min a temperatura
ambiente y velocidad media en el lector de microplacas. Transcurrido este tiempo, a la
mezcla anterior se le adicionaron 50 puL de NaOH 1 N que se incorporaron mediante succion
(tres veces). La mezcla se agité por 1 min a temperatura ambiente y velocidad media en el
lector de microplacas. La absorbancia de la muestra o del estandar se leyé a 490 nm. Para
preparar el blanco de la muestra o del estandar se adicion6 agua en lugar del reactivo de
AlCls. Para construir la curva de calibracién se utiliz6 quercetina y a partir de la ecuaciéon
correspondiente se obtuvo el contenido de FVT expresados como mg equivalentes de
quercetina/g extracto (mg EQ/g ext) 6 mg equivalentes de quercetina/g de masa seca (mg
EQ/g ms). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado con tres repeticiones y los

valores se expresaron como la media de tres mediciones + la desviacion estandar.

4.7.9 Cuantificacién de la actividad antirradical por el método del DPPH'. Preparacion
de disoluciones. Disolucion stock de DPPH" al 0.1% (p/v). 10 mg de DPPH’ se pesaron y
disolvieron en MeOH hasta alcanzar un volumen de 10 mL en ausencia de luz. De esta
disolucioén se preparé una disolucion al 0.004%, que fue resguardada de la luz. Estandares
de &cido galico: 10 mg de &cido galico se pesaron y disolvieron en MeOH hasta alcanzar
un volumen de 10 mL para obtener una disolucion stock de 1,000 mg/mL. A partir de esta
disolucion se prepar6 un estandar de 20 pg/mL y de él se obtuvieron estandares de 0.5,
1.0, 1.5, 2.0y 2.5 pg/mL. Estandares de rutina: 12.20 mg de rutina hidratada se pesaron y
se llevaron a un volumen de 10 mL con MeOH para obtener una disolucién stock de 1,220
mg/mL. A partir de esta disolucién se prepararon estandares de 5, 10, 15, 20 y 25 pg/mL.
Estandares de BHT. 11 mg de BHT se pesaron y disolvieron en MeOH hasta alcanzar un

volumen de 10 mL para obtener una solucion stock de 5,000 pg/mL. Partiendo de esta
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disolucion se prepar6 el estandar de 500 pg/mL y a partir de ésta Ultima se prepararon los
estandares de 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL. Disoluciones de extractos metandlicos de
carpoforos y micelio de las cepas de P. djamor: se prepararon cinco disoluciones a

concentraciones entre 1y 17 mg/mL.

Cuantificacién. Se realizé de acuerdo a lo descrito por Julian-Loaeza® con modificaciones.
A 70 uL del extracto o del estandar se agregaron 70 uL de DPPH" al 0.004% en una
microplaca. La muestra o el estandar se dejaron en reposo por 30 min a temperatura
ambiente en ausencia de luz y posteriormente se mezclaron a velocidad media por 1 minuto
en el lector de microplacas. El porcentaje de disminucién de la absorbancia se grafico para
cada concentracion y el porcentaje del DPPH® consumido se calcul6 con base en el
decremento observado en la absorbancia de la disolucion con el radical DPPH". Los
cambios en la absorbancia de las muestras se leyeron a 515 nm en el lector de microplacas.
La disolucion de DPPH" al 0.004% en MeOH se us6 para obtener el valor de absorbancia
de DPPH’ (blanco de DPPH?"). Para preparar el blanco de las muestras o del control se
agregd MeOH en lugar de DPPH". La actividad antirradical se expres6 como porcentaje de

inhibicién y se calcul6 usando la formula siguiente:

DPPH" ~ AEXT ]

A
% Inhibicién =
A

DPPH®
donde:
Apppr” = valor de la absorbancia del blanco con DPPH"a 515 nm

Aexr = valor de la absorbancia del extracto o control a evaluar
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El valor ICso se expres6é en mg/mL,>¢ y corresponde a la concentracién de compuestos
antioxidantes capaz de inhibir el 50% del radical DPPH'. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado y los valores se expresaron como la media de tres mediciones * la

desviacion estandar.

4.7.10 Cuantificacion del Poder Reductor (PR). Preparacion de disoluciones. Buffer de
fosfato 0.2 M, pH 6.6: 70 mg de K:HPO,y 217 mg KH2PO4 se pesaron y se disolvieron en
agua y se afor6 a 10 mL. KsFe(CN)s al 1%: 190 mg de hexacianoferrato de potasio (lll)
trihidratado se pesaron y disolvieron en agua hasta alcanza un volumen de 10 mL. La
disoluciéon se prepar6 momentos antes de su empleo. KsFe(CN)s, 1 mM: 43 mg de
hexacianoferrato de potasio (Ill) trihidratado se pesaron y disolvieron en agua hasta
alcanzar un volumen de 100 mL. La disolucién anterior recién preparada se utilizé para
obtener una disolucién de KsFe(CN)s 100 pM. CCI;COOH 10%: 1.63 g de &cido
tricloroacético se pesaron y disolvieron en agua hasta alcanzar un volumen de 10 mL. FeCls
al 0.1%: 28 mg de FeClz*6H,0 se pesaron y disolvieron en agua hasta un volumen de 10
mL. Disolucion stock de acido galico 1 mg/mL: 10 mg de acido gélico se pesaron y
disolvieron en MeOH hasta un volumen de 10 mL. A partir de esta disolucion se prepararon
los estandares de 2, 4, 6, 8 y 10 ug/mL. Disoluciones de extractos metandlicos de cepas de

P. djamor: se prepararon disoluciones de concentraciones entre 0.5 a 9 mg/mL.

Cuantificacién. La cuantificacion se realiz6 segin lo descrito por Oyaizu*? con
modificaciones. A 125 L del extracto o estandar, se agregaron 125 uL de buffer de fosfato
y 125 uL de ferricianuro de potasio. La mezcla se mantuvo en un bafio de agua a 50 °C por

20 min. Pasado ese tiempo se agregaron 125 pL de acido tricloroacético al 10% y se agitd
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en un vortex por 10 seg. Se colocaron 70 pL del sobrenadante y 70 yL de agua en una
microplaca, se adicionaron 14 pL de FeCl; mediante succién (3 veces) y se leyd la
absorbancia a 700 nm en un lector de microplacas. Para preparar el blanco de las muestras
y del estandar se adicion6 agua en lugar de la disolucion de ferricianuro de potasio. Para la
curva de calibracion se utilizé acido galico y a partir de la ecuacion de dicha curva se obtuvo
el PR expresado en mg equivalentes de acido géalico/g de masa seca (mg EAG/g ms). Asi
también, se obtuvo el ICso expresado en mg/mL apartir de la ecuacion de la curva obtenida
por graficar concentracion de la muestra (mg/mL) contra porcentaje de inhibicién. Las
determinaciones se realizaron por triplicado con dos repeticiones y los valores se
expresaron como la media de tres mediciones * la desviacion estandar. De igual manera,
la capacidad reductora (CR) se expresé como porcentaje de acuerdo a Canabady-Rochelle

y col.*® y se calcul6 usando la férmula siguiente:

Ao - As
CR (%) = 100 - [— * 100]
Ao
donde:

A, = valor de la absorbancia de la disolucién de ferrocianuro de potasio medida
en la misma reaccion libre de extracto o estandar a 700 nm

As =valor de la absorbancia del extracto o control a evaluar a 700 nm

Usando la relacién entre la pendiente obtenida de los extractos de cada cepa y la pendiente
obtenida del acido gélico se determiné el indice de capacidad reductora expresado como

mg equivalentes de acido galico (ICREAG) de acuerdo a la férmula siguiente:*®

aO

ICREAG =

S

45



donde:
as = pendiente de la capacidad reductora del extracto de cada muestra

a, = pendiente de la capacidad reductora del acido galico

4.8 Analisis estadistico

Los valores presentados en el presente trabajo son un promedio +* la desviacion estandar
del nimero de réplicas obtenidas con el programa Microsoft Excel 2013. Por otro lado, se
aplicé un analisis de varianza de un solo factor mediante el paquete estadistico SAS System
for Windows 9.0, 2004 para evaluar si existian diferencias significativas entre la velocidad
de crecimiento micelial (\Vc), los datos de productividad (EB, Tfp, Tct, Pmy TP), el contenido
de compuestos fendlicos, actividad antioxidante de los carpoforos y el micelio de las
diferentes cepas de Pleurotus. Se utilizé la prueba de rangos multiples de Duncan (p<0.05),

para clasificar los resultados obtenidos.

Se empled un andlisis de varianza de dos factores y se utilizé la prueba de rangos multiples
de Duncan (p<0.05) para encontrar diferencias significativas en el contenido de compuestos

fendlicos y las determinaciones del PR y la AA entre carpo6foros y micelio.

Se utilizaron correlaciones de Pearson para determinar la correlacion entre los parametros

evaluados. Se us6 el paquete estadistico SAS System for Windows 9.0, 2004 para estas

determinaciones.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Morfologia micelial en medio sélido en agar extracto de malta (AEM) de cepas
de P. djamor.

Las caracteristicas de morfologia micelial de las diez cepas de Pleurotus (dos cepas
parentales-silvestres: UTMB y UMTR; dos cepas reconstituidas: BB y RR; cuatro cepas
hibridas: H1, H2, H3 y H4; y dos cepas control: RP y UAP9) cultivadas en medio sélido de
agar extracto de malta (AEM), se enlistan en la Tabla 4. La textura que presentaron todas
las cepas fue algodonosa. La forma de crecimiento que mostraron fue abundante con
excepcion de la cepa silvestre UTMB y la hibrida H2, que presentaron forma de crecimiento
regular y escaso, respectivamente. Hubo variaciones en la densidad del micelio (alta y
regular) y en el color (blanco y rosa). La morfologia que presentaron las cepas silvestres
(UTMB y UTMR), es parecida a lo encontrado por Guadarrama.® Este resultado se

esperaba, ya que las cepas de este trabajo provienen de dicha investigacion.

Tabla 4. Morfologia micelial de las cepas de Pleurotus djamor en medio agar extracto de
malta (AEM)

Cepa For_ma_lde Densidad Color
crecimiento
. UTMB Regular Regular Blanco
Parental-silvestre UTMR Abur?dante Regular Rosa
Reconstituida BB Abundante Regular Blanco
RR Abundante Alta Rosa palido
H1 Abundante Alta Blanco
Hibrida H2 Escaso Baja Rosa palido
H3 Abundante Alta Rosa palido
H4 Abundante Alta Rosa palido
Control RP* Abundante Regular Rosa
UAPO** Abundante Alta Blanco

Todas las cepas presentaron textura algodonosa. Criterio seglin Sobal et. al., 2007.5 *P. djamor. **Pleurotus spp.
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No se habia reportado la morfologia de las cepas reconstituidas e hibridas. Ademas, la
morfologia de las cepas control (RP Y UAP9) concuerda con lo descrito por Guadarrama®y

Valencia del Toro.32

A pesar de que la mayoria de las cepas pertenecen a la especie djamor, se puede observar
diversidad en su morfologia micelial. En el caso de la cepa silvestre UTMB y su reconstituida
BB, la diferencia se observo en la forma de crecimiento. La cepa UTMB presentd una forma
de crecimiento regular y la cepa BB, abundante. Asi también, la cepa silvestre UTMR y la
reconstituida RR, fueron diferentes en densidad. La cepa UTMR presentd una densidad
regular y la cepa RR, alta. Las cepas hibridas al ser una combinacion de nucleos de las
cepas UTMB y UTMR mostraron morfologias muy parecidas a sus cepas de origen. La cepa
H3 present6 una forma de crecimiento escaso y densidad baja mientras que la cepa H1 fue
la Unica que presentd coloracién blanca. Esto concuerda con el trabajo de Guadarrama y
col.,>” en el que menciona que la cepa de color rosa contiene probablemente el gen con

alelo dominante y la cepa de color blanco el gen con alelo recesivo.

Figura 13. Morfologia micelial de cepas de Pleurotus spp. a) UTMB; b) RP; c) H3; d) RR;
e) H2
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Por otra parte, la cepa control RP, tuvo una morfologia muy parecida a la cepa UTMR y la
cepa control UAP9 fue semejante a la cepa UTMB, salvo en su densidad, Figura 13. De
esta forma se observa para estas cepas una diversidad de rasgos fenotipicos, la cual puede
deberse a factores intrinsecos como el genotipo de la cepa, mutaciones, coadaptacion y
recombinacion somatica de los componentes, o factores extrinsecos tales como la

influencia de la luz, la vejez del cultivo y el tipo de medio de cultivo.5®

5.2 Velocidad de crecimiento micelial (Vc) en medio s6lido AEM de cepas de P. djamor
La velocidad de crecimiento micelial (Vc) indica la rapidez con la que invade el micelio el
medio de cultivo y es un parametro que sirve como criterio de caracterizacion de cada una
de las cepas. Los resultados obtenidos en este trabajo se enlistan en la Tabla 5. De las
cepas de estudio, la cepa reconstituida RP presenté el valor mas alto de Vc (0.94 + 0.07
cm/d), y la cepa hibrida H2 el valor de Vc mas bajo (0.25 + 0.02 cm/d). También se puede
apreciar que en general, las cepas reconstituidas e hibridas presentaron velocidades de
invasién mas rapidas respecto a las cepas silvestres con excepcion de la cepa hibrida H2.
Estos resultados concuerdan con lo que otros autores han reportado, en donde la mejora
en la velocidad de crecimiento micelial de las cepas reconstituidas e hibridas, se deba a la
reactivacion de ciertas caracteristicas genotipicas que estaban en latencia en las cepas de
origen y que se reactivan durante el proceso de desdicariotizacion y acoplamiento de

neohaplontes mejorandose las propiedades de las cepas respecto a las originales.>°

La cepa control RP, tuvo un crecimiento mas rapido que las cepas objeto de estudio. A su
vez, la cepa reconstituida RR fue mas rapida incluso que la cepa control UAP9. De acuerdo

con Guadarrama, se ha visto en reportes anteriores que cada cepa tiene un potencial de
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velocidad de crecimiento micelial caracteristico. Esto puede deberse al tipo de enzimas
(celulasas, hemicelulasas y lacasas) que las setas tienen para asimilar el sustrato y crecer

a velocidades diferentes en un medio de cultivo especifico.

Tabla 5. Velocidad de crecimiento micelial de cepas de P. djamor

Cepa Vc Coefici_ente_ de

(cm/d) correlacion lineal
(R?)
UTMB 0.42 + 0.04¢ 0.955
Parental-silvestre UTMR 0.41+0.18¢ 0.994
BB 0.74 + 0.08¢ 0.978
Reconstituida RR 0.83 +£0.04b 0.987
H1 0.71 + 0.02¢ 0.985
H2 0.25 + 0.01f 0.963
Hibrida H3 0.54 + 0.03¢ 0.993
H4 0.50 + 0.01¢ 0.997
RP 0.94 + 0.072 0.988
Control UAP9 0.71 £ 0.07¢ 0.990

Valores reportados corresponden a la media de cinco repeticiones + SD. Letras diferentes en la columna
indican diferencias significativas entre muestras, prueba de Duncan (p<0.05).

En la literatura se ha descrito para cepas de P. djamor, lo siguiente: Ahmad y col.®°
reportaron una Vc = 0.20 cm/d. Sihuanca®! obtuvo una Vc = 0.72 cm/d. Le6n-Avendafio® y
col. reportaron una Vc = 0.76 cm/d. La Vc de la cepa reconstituidad RR (0.83 cm/d) fue
mayor a la Vc reportada por Leén-Avendafio y col. En general, los valores de este trabajo
son cercanos a lo que otros autores han reportado. En la produccion de hongos
comestibles, se prefiere seleccionar aquellas cepas con velocidades de crecimiento
rapidos, porque se disminuye la posibilidad de que el micelio sea invadido por otros
microorganismos competidores (hongos y bacterias) y se reduce el tiempo de produccion
de semilla y cultivo.?? En este trabajo, se observd que las velocidades de crecimiento

micelial rapido no tuvieron relacion directa con una mayor produccion de carpoforos. Estos
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resultados se asemejan a lo reportado por Salmones y col.,3 quienes no encontraron
correlacion entre las velocidades de crecimiento micelial y el desarrollo de las

fructificaciones para diferentes cepas de Pleurotus spp.

5.3 Productividad de las cepas silvestres, reconstituidas e hibridas

De las diez cepas de Pleurotus que se estudiaron todas lograron fructificar, excepto la cepa
silvestre UTMB; la cual s6lo desarroll6 micelio vegetativo en la paja, sin formar primordios
y carpoéforos. Posiblemente, la cepa perdié su potencial productivo debido a cambios en su
informacion genética, afectando los mecanismos enzimaticos necesarios para favorecer la
transicion de micelio vegetativo a micelio reproductivo.® Hasta el momento no hay estudios
gue expliguen como se regula y transmite la capacidad de formar estructuras reproductivas
en esta especie. Seria interesante realizar investigaciones para esclarecer lo que sucede
en el ciclo de vida del hongo y asi garantizar que la propiedad de fructificacion se conserve

y no se pierda en el transcurso del tiempo.

El tiempo de formacién de primordios (Tfp) es un criterio importante a considerar durante el
cultivo de hongos del género Pleurotus, asi como el tiempo de cosecha total (Tct) que
involucra la primera y segunda cosechas. Existe una ventaja comercial si las cepas que
producen fructificaciones con altos rendimientos lo hacen en tiempos cortos de cultivo.
Como se aprecia en la Tabla 6, la cepa silvestre UTMR present6 el mejor Tfp (132 d) y
los mas altos Tfp fueron presentados por las cepas hibridas H3 y H4 (22 + 3y 23 + 3,
respectivamente). Los valores obtenidos se asemejan a lo que han reportado otros autores

para la obtencién de primordios en cepas de este mismo género. Por ejemplo, Salmones y
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col.3! reportaron Tfp de 7 a 13 d. Shukla and Jaitly*® tuvieron Tfp de 27 a 37 d. Selvakumar

y col.*8reportaron Tfp de 15 a 25 d.

Para el tiempo de cosecha total (Tct), se consideraron los dos primeros ciclos de cosecha
por ser los mas productivos. Por lo general, en la primera cosecha se puede obtener hasta
tres cuartas partes de la produccion,®® ya que los nutrientes del sustrato van disminuyendo

conforme se van recolectando los cuerpos fructiferos.3

Tabla 6. Parametros de productividad de las cepas de P. djamor

Tiempo de Peso Eficiencia Tasade

Cepa EF)) cosecha total medio biolégica productividad
(Tct, d) (Pm, g) (EB, %) (TP, %)
Parental-silvestre UTMR 13+ 22 67 +11P 1.4+0.22 120.5 + 21.6° 2.1+0.3b
BB 19+ 3¢ 25+ 12 0.7+0.1° 89.1+12.1° 3.0+£0.5°
Reconstituida RR 18+ 1° 64 + 6° 0.8+0.1° 127.9 +£18.9° 2.0+0.3°
H1 18 + 1P 60 + 8P 0.3+0.1° 255+ 4.2¢ 0.6 +0.1d
H2 20+ 1¢ 30 + 52 0.6 £0.1P 49.1 + 3.54 1.3+0.2¢
Hibrida H3 22 + 3d 66 + 4P 1.6+0.12 53.7 + 8.8 0.7 +0.1d
H4 23 + 3d 64 + 9b 1.5+0.22 75.8 +9.3¢ 1.2+£0.3°
RP 19+ 2¢ 78 £12° 1.5+0.12 150.6 +17.82 1.8+0.5°
Control UAP9 18+ 3 60 £ 7° 1.7+0.22 124.3 + 23.4° 2.9+0.62

Valores reportados corresponden a la media de 8 repeticiones + SD. Letras diferentes en la columna indican diferencias
significativas entre muestras, prueba de Duncan (p<0.05). Tfp: tiempo de formacion de primordios.

La cepa reconstituida BB y la hibrida H2, presentaron un ciclo de cosecha, el cual tard6 25
+ 1y 30 +5d, respectivamente. Sin embargo, para el resto de las cepas la segunda oleada
de cosecha se alcanzé en un intervalo de tiempo de los 60 a 67 d. siendo estadisticamente
semejantes entre ellas. La cepa control RP tardé mas en alcanzar los dos ciclos de cosecha,
extendiéndose el cultivo hasta los 78 d. Salmones y col.?! reportaron valores de 38 a 56 d
para cepas de P. djamor al ser cultivadas en paja de trigo. Por lo tanto, las cepas probadas

resultaron ser mas lentas para la produccion de los carpéforos. Sin embargo, es importante
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recordar que las diferencias encontradas pueden deberse a las condiciones de cultivo
(temperatura, humedad, ventilacion y luminosidad), asi como, a los factores genéticos de

cada cepa.

Otro de los criterios que se evallan en la calidad de la produccion del hongo es el peso
medio (Pm), ya que relaciona el peso de los carpoforos frescos por unidad de carpéforo,
Generalmente lo que el consumidor busca son carpdéforos de gran tamafio y buen peso, es
decir, se prefieren fructificaciones con Pm superiores a la unidad. Como se aprecia en la
Tabla 6, la mayoria de las cepas alcanzaron valores de Pm superiores a la unidad, siendo
las cepas hibridas H3 y H4, asi como la silvestre UTMR presentaron los Pm mas altos (1.6
+0.1,1.5+0.2y 1.4 +£0.2 g, respectivamente). La cepa hibrida H1 reporté el Pm mas bajo,
0.3 £ 0.007 g, careacterizandose por presentar fructificaciones de poco peso y tamafio
(inferior a 5 cm de didmetro). En la Figura 14, se muestran fotos de las caracteristicas de

los carpéforos obtenidos para las diferentes cepas estudiadas.

Shukla y Jaitly,*8 reportaron para P. sajor caju, P. djamor y P. florida, Pm de 1.61, 2.17 y
4.05 g, respectivamente. Maldonado®® empleé cepas silvestres e hibridas de Pleurotus spp.
y obtuvo Pm en el intervalo de 5.11 a 8.77 g. Por lo tanto, al comparar las caracteristicas
morfolégicas de Pm de las cepas mixtecas se observa que son inferiores a otras especies,

lo que pudiera ser un factor desfavorable para la aceptacion por parte del consumidor.
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Figura 14. Carpdéforos de Pleurotus: a) UTMR; b) BB; ¢) RR; d) H1; e) H2; f) H3; g) H4); h) RP; i) UAP9
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Uno de los parametros béasicos que se utilizan para evaluar la productividad de las cepas
es la eficiencia biolégica (EB), que es una relacién entre la masa fresca del hongo y la masa
del sustrato seco expresado en porcentaje. Desde el punto de vista comercial, los
productores recomiendan el uso de cepas que tengan valores de EB superiores al 100%.
Como se aprecia en la talba 6, las cepas que tuvieron productividades altas con el sustrato
de paja fueron: la cepa RP (150.6 £+ 17.8%), la reconstituida RR (127.9 + 18.9%), la control
UAP9 (124.3 + 23.9%) y la silvestre UTMR (120.5 £ 21.6%), mientras que la cepa hibrida

H1 mostré el valor mas bajo (25.5 + 4.2%).

Es importante resaltar que los valores encontrados de EB se asemejan a lo reportado para
esta especie empleando diferentes tipos de sustrato. Por ejemplo, Selvakumar y col.#®
reportaron EB de 110.47% usando paja de trigo; Salmones y col.” obtuvieron EB entre 18 a

73% con paja de cebada y Sihuanca®! obtuvo EB entre 47 a 52% usando bagazo de cafia.

Al comparar los valores de EB de la cepa reconstituida RR y la cepa silvestre UTMR se
observd que no existe una diferencia significativa entre ellas. Sin embargo, la cepa
reconstituida BB a partir de la cepa UTMB, logr6 producir fructificaciones con un valor de
EB cercano a 90%. Estos resultados se asemejan a los datos previos obtenidos por
Guadarrama,® quien propone que el acloplamiento de los componentes monocariéticos
(neohaplontes) provenientes del proceso de desdicariotizacion de las cepas silvestres,
posiblemente activa genes que estaban silenciados y que después de este proceso se

vuelven a expresar, regenerandose asi su potencial productivo.
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Por otro lado, al contrastar los valores de EB de las cepas hibridas respecto a las
parentales, no se observd una mejoria en cuanto a la productividad siendo
significativamente inferiores sus valores de EB en comparacion con la cepa UTMR. Por lo
tanto, estos resultados ponen de manifiesto que no siempre la hibridacion de cepas
desdicariotizadas involucra forzosamente el mejoramiento genético de las cepas. Por lo
tanto, es de vital importancia evaluar las caracteristicas productivas de cada una de las

nuevas cepas hibridas que se logran obtener con este método.

La TP es un pardmetro importante de productividad en el cultivo del hongo. Relaciona la
cantidad de carpoforos (expresado como EB) en un tiempo determinado (nimero de dias
del ciclo). Por lo tanto, valores elevados de TP se relacionan con cepas que producen buena
cantidad de carpo6foros en tiempos cortos de cultivo. Como se aprecia en la Tabla 6, la cepa
reconstituida BB y la control UAP9 exhibieron las TP més altas (3.0 £ 0.5y 2.9 + 0.6%
respectivamente) y las cepas hibridas H1 y H3, las mas bajas (0.6 £ 0.1 y 0.7 £ 0.1%,
respectivamente), Tabla 6. Nuevamente se observd que las cepas hibridas no mejoraron
las caracteristicas reproductivas respecto a la cepa silvestre UTMR. En la literatura se han
descrito estudios en cepas de P. djamor, donde Salmones y col.”3! utilizaron paja de cebada
y reportaron una TP entre 0.35y 1.90%. Vega y Franco® emplearon paja de arroz y maiz, y

reportaron una TP entre 0.98 a 1.03 y 0.36 a 0.40%, respectivamente.

Con base en lo anterior, desde el punto de vista productivo, las cepas que podrian tener
potencial a nivel comercial son: la cepa silvestre UTMR vy las reconstituidas BB y RR,
Respecto a la hibirdacion se sugiere caracterizar otras cepas hibridas y conocer mas acerca

de la conveniencia de este método para obtener nuevas cepas mejoradas.
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5.4 Determinacion de humedad y rendimiento de extractos en carpoforos y micelio
de P. djamor

El contenido de humedad en las muestras de estudio (carp6foros y micelio) permite
expresar los resultados de composicidn quimica y actividad de las muestras en base seca,
Tabla 7. Los carpéforos frescos de la cepa hibrida H1, presentaron mayor contenido de
humedad (90.77%) y los carpoforos de la cepa reconstituida RR el contenido més bajo
(81.02%). Estas diferencias pueden atribuirse a variaciones en las condiciones de cultivo.
Por otra parte, la obtencién del micelio se realiz6 en medio liquido. En otras investigaciones
de carpoforos frescos de P. djamor var. roseus y var. djamor reportan porcentajes de
humedad entre 78 a 92%, respectivamente,?54 La humedad del micelio fresco esta en el

intervalo de 90 a 93%. En la literatura no hay datos para micelio.

La cuantificacion de los fenoles y flavonoides, asi como la evaluacion de la AA requiere de
extractos provenientes de carpdforos y micelios. Por ello, en el presente trabajo se
implementaron métodos de extraccibn especificos para las determinaciones
espectrofotométricas considerando los compuestos que suelen interferir en ellas, por
ejemplo: terpenos, acidos grasos, triacilglicéridos, polisacaridos entre otros. Esto llevé a la
obtencidn de tres tipos de extractos metandlicos provenientes de carpéforos de las cepas

de P. djamor, (1) crudo, (2) desengrasado y (3) hidrolizado y desengrasado.

El rendimiento de los extractos metanolicos crudos utilizados para la cuantificacion de AA,
se encontré en un intervalo de 10.0 a 16.0%, Tabla 7. Puttaraju y col.® reportaron un
rendimiento para el extracto metandlico de P. djamor en masa seca de 21.0%. En el caso

de los extractos metandlicos desengrasados (cuantificacion de FT), se obtuvo rendimientos
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entre 8.5 y 15.0%. A su vez, los extractos metandlicos hidrolizados y desengrasados

(cuantificacion de FVT) exhibieron un rendimiento entre 12.5y 14.0%.

Tabla 7. Porcentaje de humedad y rendimiento de los extractos metandlicos de carpoforos y
micelio de P. djamor

Humedad (%)

Rendimiento de extracto metandlico seco (%)

Cepa
Fresco Seco Crudo Desengrasado  Hidrolizado-d
Carpoforos
Parental-silvestre ~ UTMR  83.90 + 3.56 9.95+0.35 14.97 +0.33 14.04£0.36 13.67 +£0.33
BB 86.63+1.65 10.56 +0.31 9.62+0.23 850+0.38 11.60+0.98
Reconstituida RR 81.02+0.77 10.03+0.19 1515+0.36  13.28+0.41  13.31+0.07
H1 90.77 £0.62 9.23+0.22  15.84 +0.53 1520 £0.57  12.14 +0.59
H2 88.88 + 2.55 9.12+0.09 15.52+0.43 1450 +£0.43  13.85+0.06
Hibrida H3 8465+1.02 10.35+0.50  16.34+0.92 1555+0.91  11.96 +0.22
H4 88.66 + 0.60 9.34+0.77 13.61+0.09 11.75+0.45 12.81+0.24
RP 85.20+0.85 10.08+0.38 13.19+0.66 11.80+0.58 13.70 £6.85
Control UAP9 83.01+1.61 9.93+0.16 9.31+0.41 8.50+0.38  16.50+0.06
Cepa Humedad (%) Rendimiento de extracto metandlico seco (%)
Fresco Seco Crudo EFS*
Micelio
UTMB  92.74+1.94 9.25 +0.22 21.49 £ 0.48 23.97+1.15
Parental-silvestre  yTMR  91.68+0.48  9.40+0.72 31.24 +2.01 18.31 +£0.75
BB 92.24+1.74 9.41 +0.11 23.45+0.75 19.06 + 0.84
Reconstituida RR 93.18 + 1.02 9.47 +0.02 29.90 +0.92 24.59 + 0.42
H1 91.74 +3.02 9.51 +0.20 26.81+0.42 20.71+0.82
o H2 90.85 + 1.42 9.39 + 0.06 30.21 +0.49 21.17+1.29
Hibrida H3 90.66 + 1.26 9.29+0.33 25.47 +1.17 19.54 + 8.04
H4 92.82 +0.44 9.84+0.21 30.50+1.31 25.20 + 0.50
Control RP 92.69 +1.01 9.93.£0.22 18.11 + 1.00 15.31 + 0.64
UAP9 90.49 +1.23 9.42 +0.05 16.30 £ 0.72 11.75 + 0.69

Hidrolizado-d: hidrolizado y desengrasado *EFS: extraccion en fase sélida

Por otra parte, se obtuvieron dos tipos de extractos metandlicos provenientes de micelios

de las diferentes cepas de P. djamor: crudo y otro limpio a partir de una extraccion en fase

sélida (EFS), fase reversa C18. Se emple6 esta Ultima técnica debido a que el extracto

metandlico desengrasado, al estar en contacto con el reactivo de Folin formaba un
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precipitado, interfiriendo en la cuantificacion de FT. El sorbente de la fase reversa retuvo
los compuestos que causaban la interferencia. Los extractos metandlicos crudos obtuvieron
rendimientos entre 21.0 y 31.0%, mientras que los extractos metandlicos extraidos en fase
sélida se obtuvieron con rendimientos de 18.0 a 25.0%. En general, los extractos
metandlicos crudos de micelio obtuvieron rendimientos entre dos y tres veces mas altos
gue los obtenidos a partir de extractos de carpéforos. Esto puede atribuirse a que en el
micelio puede existir una concentracion mayor de compuestos solubles en MeOH
(cumarinas, flavonoides, acidos grasos y triterpenos son los mas comunes)® que en los

carpoforos.

5.5 Cuantificacion de fenoles totales (FT)

Los carpoforos del Pleurotus, en general, contienen una baja cantidad de lipidos que oscila
de 2 a 5% bs.28 Tarnopol'skaya y col,®® reportaron en el micelio de este género un contenido
de 8.1% bs de lipidos. Al preparar los extractos de carpéforos y micelio de las cepas
estudiadas, la porcidn hidrofébica causo interferencias en la determinacion de FT al estar
en contacto con el reactivo de Folin. Por ello, para carp6foros se obtuvo un extracto
metandlico desengrasado; mientras que para micelio se obtuvo un extracto metanélico con

limpieza mediante extraccion en fase soélida (EFS).

En los extractos provenientes de carpoéforos, la cepa hibrida H3 presentd el mayor
contenido de FT con un valor de 0.95 £ 0.02 mg EAG/g ms, mientras que el extracto de la
cepa silvestre UTMR tuvo el menor contenido 0.36 + 0.01 mg EAG/g ms, Tabla 8. Se
osbervo que las cepas hibridas tuvieron un mayor contenido de FT en comparacién con la

cepa silvestre UTMR, lo que podria sugerir un posible robustamiento del sistema de defensa
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de estas nuevas cepas, ya que se ha asociado el mejoramiento del sistema de defensa de
los organismos con la biosintesis de compuestos fenodlicos.'%8” Otros compuestos que
también se han relacionado con esta funcién son los acidos grasos, el acido ascérbico y los
B-glucanos.® Cabe sefialar que al momento, no se ha reportado el efecto de la hibridacién
de cepas de Pleurotus sobre el contenido de FT. Por lo tanto, seria interesante realizar
estudios sobre la expresion y sintesis de sustancias que estimulen el mecanismo de
defensa cuando se someten a diferentes condiciones (temperatura, humedad, presencia de

competidores, etc).

Estudios de extractos metandlicos procedentes de carpo6foros de P. djamor reportaron un
contenido de FT de 27 mg EAG/g (Babu y col.%!), que es cuatro veces el valor exhibido por
la cepa hibrida H4 (6.63 mg EAG/g de extracto); mientras que Jegadeesh y col.® reportaron
un contenido de FT de 2.25 mg EAG/g ms, que es el doble del valor de la cepa hibrida H3
(0.95 mg EAG/g de ms). Por lo tanto, existe un intervalo amplio en el contenido de FT de
los extractos de los carpo6foros de este género, los cuales, pueden variar debido a las
caracteristicas genéticas de cada cepa, a las condiciones de cultivo o incluso a las

condiciones de preparacion del extracto. 367

Por otro lado, Puttaraju y col.® en la India, clasificaron 23 hongos silvestres en tres grupos:
bajo, moderado y elevado, de acuerdo a la concentracién de FT en extractos acuosos y
metandlicos. P. djamor fue clasificado como de bajo contenido (extracto metandlico 3.6 mg
EAG/ g ms). Con base a los datos obtenidos en este trabajo, con las cantidades de FT para
carpoéforo (0.36 £ 0.01 a 0.95 + 0.02 mg EAG/g ms) y de micelio (0.94 £ 0.04 a 1.77 + 0.03

mg EAG/g ms), las cepas de estudio se clasificarian de contenido bajo en FT.
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Tabla 8. Contenido de compuestos fendlicos y valores de ICso de carpoforos y micelio de P. djamor

Cepa FT* FVT* ICs0** Poder Reductor (PR)***
(mg EAG/ g ext) (mg EAG/g ms) (mg EQ/g ext) (ug EQ/g ms) (mg/mL) (ug EAG/g ms) I1Cs CR ICREAG
(DPPH") (mg/mL) (%)
Carpoforos
Parental-silvestre UTMR 2.36 +0.099 0.36 +0.01 5.36 +0.20 28.22 + 0.44° 6.30 +0.02° 55.81 + 1.44f 8.18 + 0.16° 53.37 0.10
BB 5.94 +0.29° 0.56 +0.01¢ 3.95+0.04" 46.55 + 0.44¢ 11.30 +0.12" 45.45 +0.829 7.62 +0.24¢ 56.11 0.10
Reconstituida
RR 2.92 +0.14 0.43 +0.01° 4.44 +0.119 22.20 +1.10f 10.02 + 0.049 66.13 £ 2.01° 7.49 +0.52¢ 54.21 0.09
H1 4,92 +0.244 0.82 +0.02° 5.78 + 0.18¢ 27.24 £ 0.82¢ 3.78 £0.01° 171.24 + 7.97°¢ 3.52 +0.05° 54.40 0.22
H2 4.47 £0.08° 0.70 £ 0.01° 8.14 +0.18° 57.83 + 0.44° 3.26 +0.03° 171.66 + 4.95° 4.90 +0.01° 50.66 0.24
Hibrida H3 5.51 +0.28° 0.95 + 0.022 7.10 +0.35¢ 56.53 + 0.38° 4.35+0.01° 125.00 + 2.47¢ 4.69 + 0.01° 51.08 0.18
H4 6.63 +0.33? 0.86 +0.01° 3.93+0.07" 23.11 + 0.65 3.69 +0.07° 124.04 +5.10¢ 4.86 +0.09° 51.76 019
Control RP 3.24+0.11° 0.42 £0.01° 10.44 + 0.472 68.89 + 3.10° 4.78 + 0.06¢ 181.23 +8.11° 3.98 + 0.09° 46.43 0.21
UAP9 2.32 +0.08¢ 0.45 + 0.01° 9.25 +0.19° 88.05 * 3.632 7.56 + 0.09' 200.02 + 10.052 2.80 + 0.042 52.68 0.18
Micelio
Parental-silvestre UTMB 4,98 +0.21° 1.44 +0.04° - - 8.05 + 0.09¢ - - - -
UTMR 5.27 +£0.219 1.18 +0.03¢ -- -- 7.38 £ 0.12° -- -- -- --
Reconstituida BB 4.97 £0.21° 1.19 +0.03¢ - - 8.14 +0.154 - - - -
RR 3.85+0.179 1.13 +0.04¢ - - 10.56 + 0.11° - - - -
H1 4.28 +0.21f 1.04 £ 0.03¢° - - 5.98 +0.12° - - - -
H2 3.96 + 0.20° 0.94 + 0.04° N N 8.40 % 0.20¢ N N N 3
. H3 3.99 +0.16° 0.95 + 0.04f B B 5.11 +0.08? B B B B
Hibrida
H4 5.98 +0.25° 1.77 +0.03? - - 7.58 +0.18° - - - -
Control RP 6.33+0.32° 1.45+0.03° - - 10.76 £ 0.27¢ - - - -
ontro UAPY 7.85 £ 0.39° 1.25 £ 0.04° - - 10.39 £ 0.16° - - - -

EAG: Equivalentes de acido galico. g ext: gramos de extracto seco. g ms: gramos de masa seca. *Valores reportados corresponden a la media de 9 repeticiones + SD, **Valores reportados corresponden
a la media de 3 repeticiones * SD. **Valores reportados corresponden a la media de 6 repeticiones  SD. ICs, de &cido gélico = 0.001 + 4E. ICs, de BHT = 0.027 + 3E™. ICs; de rutina = 0.011 + 3E-

4, Método del radical DPPH’. Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas entre muestras, prueba de Duncan (p<0.05).
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Respecto a los extractos metandlicos del micelio, la cepa hibrida H4 tuvo el valor mas alto
de FT (1.77 £ 0.03 mg EAG/g ms), que es aproximadamente el doble de cantidad de FT
reportado en las cepas hibridas H2 y H3 (0.94 + 0.04 y 0.95 + 0.04 mg EAG/g ms,
respectivamente), que tuvieron los valores mas bajos, Tabla 8. Algo importante de resaltar
es que para la cepa parental UTMB si se pudo evaluar el contenido de FT en el micelio, el
cual, alcanzé un valor de 1.44 + 0.04 mg EAG/g ms. Comparando este valor respecto al
contenido en el micelio de su cepa reconstituida BB se observdé que fue superior

significativamente.

Por lo tanto, surgen algunas interrogantes relacionadas con la pérdida de la capacidad de
fructificacion de la cepa parental. Si bien la sintesis de los compuestos fendlicos se ha
asociado con los mecanismos de defensa de los organismos, ¢ porqué el mayor contenido
de FT que tuvo el micelio de la cepa parental UTMB respecto a su cepa reconstituida BB,
no le confirié una ventaja para que se lograra alcanzar la fructificacion? Otras de las dudas
que surgen son: ¢gué mecanismo inhibio el desarrollo de los carpéforos?, ¢.el mecanismo
de defensa asociado a los compuestos fendlicos del micelio no fue suficiente para evitar
esta inhibicién?, ¢la reconstitucién de nicleos en la cepa BB evité la inhibiciébn? Para tratar
de resolver todos estos cuestionamientos, se requieren hacer estudios mas profundos de
biologia molecular que ayuden a esclarecer como se da la activacion y el silenciamiento de
los genes en cada una de las etapas del ciclo de vida del hongo, asi como, los cambios que
se observan cuando se aplican métodos de desdicariotizacion quimica para la obtencién de

las respectivas cepas reconstituidas o nuevas cepas hibridas.
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No existen reportes en la literatura del contenido de FT en extractos metandlicos para cepas
del género P. djamor. Sin embargo, Cilerdzi¢ y col.,1” reportaron un contenido de FT de
14.41 + 1.68 mg EAG/g ext!’ en extractos etandlicos de P. ostreatus. En este estudio, la
cepa hibrida H4 tuvo un valor de 5.98 + 0.25 mg EAG/g ext (cepa con el mayor contenido
de FT), que es casi tres veces mas bajo respecto al micelio de la especie ostreatus. Las
diferencias encontradas en el contenido de FT pueden deberse a factores genéticos (tipo
de especie y variedad del hongo) o al método de extraccion de los compuestos fenélicos

(tipo de solvente y condiciones de extraccion).®

Al realizar un analisis comparativo del contenido de FT en el micelio respecto al de
carpoforos, para la mayoria de las cepas se observo un valor significativamente mas
elevado para el micelio. Las diferencias encontradas pueden deberse ya sea a los métodos
de preparacién de los extractos o por cambios en el metabolismo del hongo en cada una

de las etapas de desarrollo (Ferreira y col.*).

5.6 Cuantificacion de flavonoides totales (FVT)

Los flavonoides se consideran un grupo especial dentro de los compuestos fendélicos por
presentar propiedades con actividad biolégica.'? Por ello, se hizo la cuantificacion de FVT
para las muestras de carpoforos de las nueve cepas que fructificaron. En la matriz del
extracto hubo compuestos que causaron interferencia en la determinaciéon, Por ello al
extracto metandlico se le realizé una hidrolisis &cida. Posiblemente los compuestos
contenidos en el precipitado eran B-glucanos insolubles, que son constituyentes naturales

gue forman parte de la pared celular de los hongos.®®
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Como puede apreciarse en la Tabla 8, la cepa que tuvo el mayor contenido de FVT fue la
cepa UAP9 (88.05 + 3.63 ug EQ/g ms), mientras que la cepa reconstituida RR y la hibrida
H4 tuvieron los valores mas bajos (22.20 + 1.10 y 23.11 + 0.65 pug EQ/g ms,
respectivamente). Al evaluar el efecto del proceso de hibridacion, se observa que dos cepas
hibridas (H2 y H3) presentaron valores superiores que la parental UTMR, pero las otras dos
cepas hibridas (H1 y H4) no lo hicieron. Como se ha mencionado anteriormente, las nuevas
cepas que se obtienen con el método de desdicariotizacidbn no siempre superan las

caracteristicas de las cepas progenitoras, por lo que es necesario evaluar sus propiedades.®

Por otro lado, se observé que los extractos de carpéforos con un alto contenido de FT no
tuvieron un alto contenido de FVT. Por ejemplo, las cepas control RP y UAP9 presentaron
el menor contenido de FT, pero fueron las que tuvieron mayor contenido de FVT. Estos
resultados no son contradictorios, ya que la determinacion de FT incluye la cuantificacién
de diferentes compuestos como son fenoles simples (como el acido gélico), flavonoides,

fenilpropanoides o cumarinas.

En un estudio de cuantificacion de flavonoides totales realizado por Babu y col.*! con cepas
de P. djamor, estos autores encontraron un contenido de FVT de 2.1+ 0.10 pug EQ/g extracto
metandlico. Mientras que Arbayaah and Umi,? reportaron un contenido de FVT de 14.88 +
2.13 mg EQ/g extracto etandlico. Este Ultimo valor es casi el doble en comparacién con el
valor mas alto reportado en este trabajo para FVT (H2, 8.14 + 0.18 mg EQ/g ext). Las
condiciones de cultivo, las caracteristicas genotipicas de las cepas y la preparacion de la

muestra, son factores que pueden influir en el contenido de FVT. 367
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5.7 Evaluacion de la actividad antioxidante (AA)

Durante este trabajo se emplearon métodos de tipo indirecto para obtener la AA. Se utilizé
el método de reduccién del radical de DPPH' para determinar la capacidad de
secuestramiento de radicales libres y el método de Poder Reductor (PR) para determinar la

transferencia de electrones, respectivamente.

5.7.1 Actividad antioxidante mediante el radical DPPH"

El extracto metandlico crudo de carpdforos de la cepa hibrida H2 mostrd la mejor AA un
ICs0 de 3.26 £ 0.03 mg/mL, mientras que la cepa reconstituida BB la AA menor, 1Csp = 11.30
+0.12 mg/mL, Tabla 8. Por otra parte, las cepas hibridas mostraron mayor cantidad de FT

y FVT (excepto H4 para FVT), y las mejores AA empleando el radical DPPH".

En la literatura, se ha asociado la AA con la presencia de compuestos fendlicos y como los
compuestos principales, a los flavonoides.®® Entre otros compuestos que poseen AA se
encuentran los acidos grasos, terpenos, carotenoides y B-glucanos insolubles.®%8 De
acuerdo a los datos obtenidos en extractos provenientes de carpéforos, posiblemente la AA
se deba a la accién sinergista de todos ellos, ya que para esta determinacién se emple6 un
extracto metandlico crudo. Por ejemplo, se puede observar en la cepa hibrida H4, present6
un contenido de FT de 0.86 + 0.01 mg EAG/g ms, de FVT de 2.31 + 0.09 pg EQ/g ms y una
ICs0 de 3.69 + 0.07 mg/mL; mientras que la cepa H2 present6 un contenido de FT de 0.70
+0.01 mg EAG/g ms, de FVT de 5.78 £ 0.19 ug EQ/g ms y una ICso de 3.26 £+ 0.03 mg/mL.
Estas cepas hibridas presentaron valores cercanos de FT e ICsy; sin embargo, la
concentracion de FVT en la cepa H4, fue aproximadamente 2.5 veces mayor que la

encontrada en la cepa H2. Esto podria ser un indicativo de que la AA presentada por la
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cepa H4 se deba principalmente a los flavonoides; mientras que la AA de la cepa H2 sea

deba a efectos sinérgicos de diversos compuestos que potencian la AA del extracto.

Sasidhara and Thirunalasundari,'®° en un extracto metandlico de carpéforos de P. djamor,
reportaron un ICsp = 0.065 mg/mL. Por su parte, Arbaayah and Umi,*? en un extracto
etandlico reportaron un ICsp = 7.25 mg/mL. Este ultimo valor es aproximadamente el doble

de los ICsp obtenidos en las cepas hibridas de este trabajo.

En los extractos metanolicos miceliales la cepa hibrida H3 present6 la mayor AA (ICso =
5.11 £ 0.08 mg/mL), y la cepa recontituida RR, la menor AA (ICsp = 10.56 = 0.11 mg/mL).
Las cepas hibridas H1 y H3 presentaron un contenido menor de FT y AA mas alta
comparada con las cepas silvestres, siendo posible que la AA de los extractos miceliales
sea debida principalmente a compuestos no fendlicos. Por otra parte, la AA de la cepa
silvestre UTMB y su cepa reconstituida BB, fue igual estadisticamente. En la cepa UTMR

la AA fue mayor que en su cepa reconstituida RR.

Al momento no se tienen reportes en la literatura para AA en extractos procedentes de
micelio de cepas de P. djamor. Liang y col.'® reportaron en un extracto etandlico de P.
eryngii un ICso = 2.47 + 0.03 mg/mL. A su vez, Cilerdzié y col.1” en un extracto etandlico de
P. ostreatus reportaron un ICsp = 13.94 mg/mL. La AA del extracto estudiado por Liang y
col. expresada como ICso es aproximadamente el doble de la AA encontrada por la cepa
hibrida H3 (ICso = 5.11 + 0.08 mg/mL). De acuerdo con Arbayaah and Umi, cada especie

tiene su propia y Unica estrategia de sintesis de compuestos antioxidantes.
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Haciendo un comparativo de la AA por el mecanismo del radical DPPH' de los extractos
metandlicos de carpoéforos y micelio, puede verse que las cepas hibridas de los carp6foros
mostraron mayores AA que las cepas hibridas de micelio y el resto de las cepas. La ICso de
los carpoéforos de la cepa hibrida H2 fue de 3.26 + 0.03 mg/mL. Los carpdéforos de la cepa

reconstituida BB, presentaron la menor AA, una ICso de 11.30 mg/mL.

Por otra parte, los extractos miceliales de las cepas hibridas tuvieron hasta dos veces el
contenido de FT con respecto a los extractos de carpéforos de esas cepas. Los extractos
tanto de carpéforos como de micelio para cuantificar FT estuvieron libres de compuestos
no polares. La cuantificacion de la AA mediante la reduccién de DPPH" se realizd con
extractos metandlicos crudos, es decir, con un contenido de compuestos polares y no
polares. A partir de ello, es posible decir que la AA que se reporta para los carpéforos y
micelios se debe a efectos sinergisticos entre compuestos polares como no polares, tales
como compuestos fendlicos (fenoles simples, flavonoides), acidos grasos, terpenos,
carotenoides y B-glucanos insolubles. Ademas de esto, pueden existir interacciones tanto
antagonistas como sinergistas entre fenoles y otros compuestos, como algunos
carbohidratos, que afectan la AA de las cepas.° A pesar de ello, las setas son reconocidas
como un alimento complejo que contiene diversos compuestos que en sinergia le confieren

AA31017 de importancia.

Por lo tanto, debido a la AA gue las cepas objeto de estudio presentan, pueden considerarse
como un alimento con propiedades antioxidantes. Por eso, seria interesante hacer mas
investigacion para monitorear en qué momento se alcanza la méxima produccién de estos

constituyentes.
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5.7.2 Actividad antioxidante mediante el Poder Reductor (PR)

Para la determinacion de PR se emple6 un extracto metandlico crudo proveniente de los
carpoforos. En este ensayo se cuantifica la AA con base en la capacidad para reducir el ién
férrico (Fe®*) a ferroso (Fe?*), a través de la donacién de un electrén. Donde un antioxidante
dona electrones a especies de radicales libres reactivos, y se promueve la terminacion de

las reacciones en cadena de radicales libres.”

La cepa hibrida H1 mostré la mejor capacidad reductora (ICso = 3.52 + 0.05 mg/mL), y la
cepa silvestre UTMR la menor (ICso = 8.18 + 0.16 mg/mL). De acuerdo con los datos, las
cepas hibridas tuvieron concentracion de FT entre 0.70 + 0.01 a 0.95 + 0.02 mg EAG/g ms
y una capacidad reductora expresada como ICsp entre 3.52 + 0.05 y 4.90 + 0.01 mg/mL.
Smith y col. sefialan que entre los compuestos asociados con capacidad de transferencia
de electrones o componentes donadores de H, se encuentran los compuestos fendlicos. Es

posible que los fenoles determinados mediante FT sean donadores de electrones.

En un estudio realizado por Puttaraju y col.3, se clasific6 a los hongos de P. djamor como
de bajo PR ya que obtuvieron un valor de 1.90 + 0.20 mg EAG/g ms para el extracto
metandlico. Por lo tanto, las cepas que se evaluaron se considerarian como de bajo PR,
por presentar valores entre 45.45 + 0.82 a 171.66 + 4.95 ug EAG/g ms. Por otro lado, Babu
y col.1! trabajaron con un extracto metandlico procedente de P. djamor y reportaron un PR
expresado como ICso de 6.30 £ 0.50 mg/mL, que es mayor al exhibido por las cepas hibridas
de este trabajo, cuyo intervalo de ICso se encontrd entre 3.52 £ 0.05y 4.90 + 01 mg/mL. Se
aprecia que los intervalos reportados de PR para esta especie son amplios con la variacion

de las condiciones de cultivo, asi como la preparacién de la muestra y del extracto.

68



5.8 Correlacién de los parametros miceliales, productivos y de actividad antioxidante
(AA)
Se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson para determinar la relaciéon que existia

entre los diferentes parametros evaluados (crecimiento micelial, productividad y AA).

La primera correlacién que se hizo fue la velocidad de crecimiento micelial (Vc) con la
eficiencia biolégica (EB), se obtuvo un valor de r = 0.483 (Tabla 9). Esto significa que un
rapido crecimiento micelial no forzosamente produce altos rendimientos de carpoforos. Este
resultado concuerda con lo reportado por otros autores, en donde, la V¢ no tuvo relacion
con la productividad, pero afirman que un rapido crecimiento micelial favorece el desarrollo

de los primordios en menor tiempo y ayuda a disminuir el tiempo de cultivo.>3?

Lo ideal desde el punto de vista productivo es que existiera una relacion directa positiva de
la tasa de productividad (TP) y la EB. Esto significaria que las cepas que producen alta
cantidad de carpdforos, lo hacen en tiempos cortos de cultivo. Sin embargo, las cepas
probadas tuvieron una correlacion moderada (r = 0.591, Anexo 1). Lo que indico que las
cepas que fueron buenas productoras de hongos (EB superiores al 100%), no presentaron
valores de TP elevados por tener tiempos del cultivo prolongados (superiores a los 55 dias

para los dos ciclos de cosecha).

Por otro lado, la correlacion entre el contenido de FT e ICso evaluado con el método de
reduccién del radical DPPH* fue negativa moderada (r = -0.556), es decir, a mayor contenido
de FT el valor de ICso se reduce. Al no tener una relacion negativa fuerte, se puede decir

que los compuestos fendlicos presentes en los extractos no fueron los Gnicos componentes
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encargados de conferirle la AA. Posiblemente estos compuestos fendlicos se encuentran
actuando de manera sinérgica con otros compuestos, tales como acidos grasos, triterpenos
y B-glucanos, a los cuales también se les ha asociado una AA.%8 Este mismo fenébmeno se
repitié cuando se hizo la correlacion de el contenido de FT con el PR, obteniendo un valor

aln mas débil de relacion entre estos parametros.

Tabla 9. Coeficiente de correlacion de Pearson lineal (r) entre crecimiento micelial,
productividad y actividad antioxidante de cepas de P. djamor

ICs0
Ve EB TP FT FVT DPPH" PR

Vc 1
EB 0.483 1
TP 0.268  0.591 1
FT -0.329 -0.833  -0.705 1
FVT 0.056  0.027 0.019 0.041 1
ICs | DPPH 0441  0.450 0.811 -0.556  -0.199 1

PR -0.186  0.291 0.636 -0.437 -0.437  0.703 1

Vc: velocidad de crecimiento micelial. EB: eficiencia bioldgica. TP: tasa de productividad. FT: fenoles totales.
FVT: flavonoides totales. PR: Poder Reductor.

La correlacion entre flavonoides totales (FVT) e ICso por el método del radical DPPH- fue
débil (r = -0.199), al igual que la correlacién entre FVT e ICso mediante el método de PR (r
=-0.437). Estas correlaciones reafirman la idea de que los flavonoides contribuyen poco a
la AA de las cepas de estudio. Asi también, la correlacion entre FT y FVT fue débil (r =
0.041), reforzando que el contenido de FT posiblemente se deba a otros compuestos

fendlicos tales como fenoles simples, cumarinas, xantonas o lignanos.

La correlacién entre el ICsp por el método del DPPH" e ICsp por el método PR (r = 0.703) fue

moderada. Esto puede significar que de alguna forma los mecanismos de AA se
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complementan, pudiendo ser tanto por transferencia de radicales hidrogeno como por

transferencia de electrones.

Por otra parte, la correlacion entre la EB y el contenido de fenoles totales (FT) fue alta (r =
-0.833) y la correlacion entre TP y FT fue moderada (r = -0.705). Esto sugiere que a mayor
productividad, hay menor contenido de FT. Esto concuerda con las correlaciones obtenidas
entre TP e ICso por el método del DPPH" (r = 0.811) y TP e ICso por el método de Poder
Reductor, PR (r = 0.636). Dado que aumenta la productividad, se requiere mayor cantidad
de extracto para inhibir al 50% ya sea al radical DPPH- o el ferricianuro de potasio, es decir,
disminuye la actividad antioxidante (AA). Esto podria ser explicado porque las cepas
estudiadas dirigen su actividad metabdlica principalmente al desarrollo del carporofo,

mientras que el metabolismo de sintesis de antioxidantes es reducido.

Por ultimo, se realizd una correlacion entre los contenidos de FT e a partir de carpoforos y
de micelio, y otra para la AA expresada como ICso por el método del radical DPPH-* de
carpoforos y micelio. Ambas correlaciones resultaron débiles (r = -0.095 y 0.405,
respectivamente). Esto indica que los compuestos fendlicos sintetizados durante la fase
vegetativa no son los mismos de la fase reproductiva, y que los compuestos sinérgicos que
confieren la AA proveniente de las dos fases son diferentes. Esto coindice con lo descrito
por Ferreira y col.1® quienes mencionan que la sintesis de compuestos involucrados en el

mecanismo de defensa varia en las diferentes etapas de crecimiento de los hongos.
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6. CONCLUSIONES

Las cepas silvestres, reconstituidas e hibridas de Pleurotus djamor se caracterizaron por
desarrollar micelio de textura algodonosa con diferencias en la densidad y color al crecer
en medio sélido de agar extracto de malta. La cepa reconstituida RR tuvo la mayor velocidad

de crecimiento micelial.

La cepa silvestre UTMR y las reconstituidas BB y RR tuvieron valores de eficiencia biol6gica

y tasa de productividad aceptables y pueden considerarse como cepas con potencial

productivo.

Los extractos metandlicos de carpoéforos de las cepas hibridas mostraron mayor contenido

de fenoles totales y mejor actividad antioxidante.

Se confirmé que no existe una relacion entre la velocidad de crecimiento micelial y su

capacidad para producir altos rendimientos de fructificaciones.

La actividad antioxidante de los extractos metandlicos de las cepas parentales,

reconstituidas e hibridas no se relaciona con el contenido de flavonoides.
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7. PERSPECTIVAS

Entre las recomendaciones para dar seguimiento a esta investigacién se propone:

Realizar cuantificaciones de flavonoides totales y actividad antioxidante mediante el Poder

Reductor en extractos metandlicos miceliales de las cepas de Pleurotus djamor.

Aislar, identificar y evaluar el potencial antioxidante de otros posibles compuestos presentes

en extractos metandlicos de carpdéforos y micelio.
Realizar estudios de biologia molecular para esclarecer la activacion y silenciamiento de
los genes responsables de la sintesis de los metabolitos secundarios en las diferentes

etapas del ciclo de vida del hongo.

Escalar la produccion a nivel industrial de las mejores cepas productivas y con mejor

potencial antioxidante.
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9. APENDICE

Apéndice 1. Curva de calibracion del acido galico para la cuantificacion de fenoles
totales (FT)
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Apéndice 2. Curva de calibracion de quercetina para la cuantificacién de flavonoides
totales (FVT)
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Apéndice 3. Curva de muestras provenientes de extractos metanolicos de carpoforos

de las cepas de P. djamor para cuantificar la actividad antioxidante (AA) por el método
del radical DPPH"
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Apéndice 4. Curva de muestras provenientes de extractos metandlicos de micelio de las
cepas de P. djamor para cuantificar la actividad antioxidante (AA) por el método del

radical DPPH"
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Apéndice 5. Curva de acido galico, BHT y rutina empleadas como control para

cuantificar la actividad antioxidante (AA) por el radical DPPH*
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Apéndice 6. Curva de muestras provenientes de extractos metandlicos de carpéforos

de las cepas de P. djamor para cuantificar la actividad antioxidante mediante el Poder

Reductor (PR)
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Apéndice 7. Curva de calibracion de &cido galico empleada como control para

cuantificar la actividad antioxidante mediante el Poder Reductor (PR)
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10. ANEXO

Anexo 1. Correlacion lineal entre dos variables

Valores der Tipo y grado de correlacién
-1 Negativa perfecta
-1<r=<-0.8 Negativa fuerte
-0.8<r<-05 Negativa moderada
-05=<r<0 Negativa débil
0 No existe
0<r=<0.5 Positiva débil
05<r<0.8 Positiva moderada
08<r<1 Positiva fuerte
1 Positiva perfecta
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