B | C
NIVERSIDAD DE CIENCIAS Y

I

ARTES DE CHIAPAS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TESIS

Analisis micoquimico de Amanita

hayalyuy D. Arora & G.H. Shepard,

hongo comestible de Los Altos de
Chiapas

PRESENTA

ELIZA VALERIA RESADO SUART

DIRECTOR

DR. IVAN DE LA CRUZ CHACON
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS. UNICACH

ASESORA

DRA. CHRISTIAN ANABI RILEY SALDANA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS. UNICACH

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas Octubre de 2025




N UNIVERSIDAD DE CIENCIAS Y ARTES DE CHIAPAS
3 s SECRETARIA GENERAL

“"*" DIRECCION DE SERVICIOS ESCOLARES

DEPARTAMENTO DE CERTIFICACION ESCOLAR
AUTORIZACION DE IMPRESION

Lugar: Tuxtla Gutiérrez, Chiapas
Fecha: 30 de octubre de 2025

C. Eliza Valeria Resado Suart

Pasante del Programa Educativo de: _Licenciatura en Biologia

Realizado el analisis y revision correspondiente a su trabajo recepcional denominado:

Andlisis micoquimico de Amanita hayalyuy D. Arora & G.H. Shepard, hongo

I
comestible de Los Altos de Chiapas.

I 1

En la modalidad de: Tesis Profesional

Nos permitimos hacer de su conocimiento que esta Comisién Revisora considera que dicho
documento reGne los requisitos y méritos necesarios para que proceda a la impresi6n
correspondiente, y de esta manera se encuentre en condiciones de proceder con el tramite que le
permita sustentar su Examen Profesional.

ATENTAMENTE

Revisores Firmas:

Dra. Alma Rosa Gonzélez Esquinca

: Mtra. Erika Cecilia Pérez Ovando :

' Dr. Ivén de la Cruz Chacén %BQ‘L\’L s

ﬁ\ Pag. 1 de 10
Revisién 1



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Ivan de la Cruz Chacén por la paciencia y el apoyo incansable, por la pasién
que me infundio desde el primer dia y por creer en esta tesis, en los hongos y en mi.
Gracias por guiarme con tanto compromiso, cariio y comprension por este camino

lleno de aprendizajes.

A la Dra. Christian Anabi Riley Saldaina por compartirme sus conocimientos sobre

los microhonguitos, por la experiencia brindada y la calidez de su trato.

A la Mtra. Erika Cecilia Pérez Ovando porque sin ella esta tesis nunca hubiera visto
la luz del dia. Gracias por el carifio, la experiencia y por ensefar siempre desde el

amor hacia los hongos.

A la Dra. Alma Rosa Gonzalez Esquinca por iniciarme en el camino del metabolismo
secundario y por compartir la experiencia y conocimientos que enriquecieron

significativamente esta tesis.

Al Dr. Felipe Ruan Soto por considerarme en sus proyectos, por su constante animo

y por las platicas amenas que hicieron mas grato este proceso.

Al Bidl. Alejandro Estrada Avendano por compartirme sus conocimientos sobre las

Amanitas y por la atencion y el tiempo dedicado a resolver mis dudas.

A los miembros del Laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal por su
acompafiamiento y por enseiarme con paciencia y dedicacién a lo largo de este

proceso.

A los miembros del Laboratorio Taller de Procesos Bioculturales, Educacion y
Sustentabilidad por el espacio compartido, por su amabilidad y por la calidez con la

que siempre me recibieron.

A la Agencia Digital Tecnolégica del Estado de Chiapas el apoyo otorgado para la

realizacion de esta tesis.



DEDICATORIA

A Dios, por iluminar mi camino y bendecirme con amor y fortaleza cada dia de mi vida.
Gracias, gracias, gracias.

A mi familia, a mis amigos y confidentes. A quienes hicieron este viaje de aprendizajes

mas sencillo y mas feliz...

A Anamay Suart y Juan Resado, que han sido el pilar de mi existencia. Gracias ma
y pa por sostenerme, apoyarme y amarme. No estaria aqui sin ustedes. Este logro
también es suyo.

A Ceci y Juanito, por estar conmigo aun en la distancia, por ser como son y por
quererme como me quieren. Los pienso, siempre.

A mi Koko, por ser mi acompafnante de desvelos, mi peluche y mi lugar seguro.

A mi Quetzita, porque siempre estuvo alli para mi. Gracias por todo el carifo, el apoyo
y la hospitalidad. Te quiero montones.

A Jennifer, Vale, Citla y Mario, por escucharme, aconsejarme y acompanarme en mis
alegrias y penas. A Angeles, Diana, Edsel y Esme por su amistad invaluable. Los
llevo en mi corazoén.

Infinitas gracias. Soy afortunada porque los tengo a ustedes.
Y a todos aquellos que me compartieron un pedacito de si mismos...

Gracias a Citlali y su familia y a Quetzi y su familia por recibirme en sus hogares y
por ser siempre tan calidos conmigo.

A todos los que estuvieron conmigo durante la carrera y que me regalaron un poco de
su experiencia. A los profes que me ensefaron tantisimo: al Dr. Ivan, la profa Erika,
Felipe Ruan, Manu, la profa Ana, la Dra. Riley, la Dra. Alma Rosa, la Dra. Marisol,
la Dra. Claudia, el profe Manuelito, la Dra. Miceli y la Dra. Alma Verdugo. A mis
compaieros de clase, gracias por hacer estos afios mas divertidos.

Y a los honguitos bonitos, a las Amanitas y al yuyo por existir. jQue maravillosos que
son!



INDICE

INDICE DE CUADROS ..ottt eae e e aee e i
INDICE DE FIGURAS ...ttt iv
RESUMEN ...t e ettt a s e e e e e e e e e e e eeeeesesnnnn e e e e aeaaeeeeeees v
AB ST RA CT ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ab e a b bt ettt e e et e e e aaaaaaaaaaaans Vii
L. INTRODUGCCION ...ttt ettt 1
1. MARCO TEORICO ...ttt 3
2.1 Descripcion de la especie de estudio.............oeeiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 3
2.1.1. Ubicacion y generalidades del género Amanita ...............eeiiiiiiieeeeennen. 3
2.1.2. Amanita hayalyuy D. Aroray GH Shepard.............coovviiiiiiiiiiiiieeeeee 6
2.2. Metabolitos secundarios €n hONQOS ...........oooiiiiiiiiiiiiiiii e 7
2.3. HONQGOS fitOpatOgENOS ......uveeeiie e 13
2.3.1. Curvularia lunata (Wakker) Boedijn...........ccoooiviiiiiiiiiiiiiiec e, 14
2.3.2. Fusarium oxysporum var. lyCOPersiCi SACC. ..............ccuuuueeieeeeeeiiiiseeeeennnnnns 15
2.3.3. Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sac. ..........cccovveeeeeeennnnnn. 16

. ANTECEDENTES ... e e e e e e e 18
3.1. Analisis antimicrobianos de Amanita rubescens Pers. ..........cccovveeiiiieeennnnnnn. 18
3.2. Metabolitos secundarios del género Amanita................cccoeeveeiiiiiiieeeiieeeennnn. 19
V. OBUJETIVOS ..ottt e e e e e e e e et e e e e aaaa s 20
4.1. ODJEtiVO GENEIAL ... ..o 20
4.2. ODbjetivos €SPECITICOS ......iiiiiiiiii e 20
V. ZONA DE RECOLECTA ... .ottt a e e 21
VI METODO ...ttt e e ee e 23
6.1. Obtencion del material fUNGICO.........covvuiii i 23
6.2. Obtencion de extractos de metabolitos fUNgiCOS ..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiii, 23
6.3. ldentificacion de grupos funCionales ...............ceeeiiiiiiiii e, 24
6.3.1. DetecCidn de CUMANNGAS .......oiiiiiiiiiie e e e s 24
6.3.2. DetecCion de QUINONEAS ........uuiiiiiiiiiee e e e e e 24
6.3.3. DeteCCiOn de SAPONINAS........ciiiii e 25



6.3.4. Deteccion de flavonOides ... ..., 25

6.3.5. Deteccion de gIUCOSIAOS ......uuuuuiiiiiiie e 25
6.3.6. Deteccidn de terpenOides .........cooouuuiiieiiiiiie e 25
6.3.7. Deteccion de alCaloides ..........uuuiiiiiiieeeee e 25
6.4. Analisis de compoSICION QUIMICA .......cuuuieiiiiiiiie e e 25
6.5. Ensayos de la actividad antifingica. ... 26
6.6. Prueba de toxicidad en Artemia salina..................coouueeiiiiiiiiiiiieeeiee e 27
6.7. ANAliSiS €StadiStiCOS......uuuiii e 28
VI RESULTADOS ..ottt e e e e e e e e e e e e eeeeeannnn s 29
7.1. Rendimiento de extractos crudos y fracciones de Amanita hayalyuy .............. 29
7.2. Tipos de metabolitos secundarios en los extractos ............ccccceevveiiiiiiiieenennnnnn. 31
7.3. Composicion cromatografica de extractos y fracciones de A. hayalyuy,.......... 31
7.3.1. Perfil de composicion cromatografica del extracto hexanico de A. hayalyuy
Y SUS TrACCIONES ...ttt et e e 32
7.3.2. Perfil de composicion cromatografica del extracto metanolico de A.
hayalyuy Y SUS fraCCIONES ........coeuiiiiiiiiiie e 34
7.4. indices de quimiodiversidad de los extractos y fracciones de A. hayalyuy ...... 38
7.4.1. Quimiodiversidad del extracto hexanico y fracciones de A. hayalyuy........ 39
7.4.2. Quimiodiversidad del extracto metandlico y fracciones de A. hayalyuy.....40
7.5. Actividad antifungica de extractos de Amanita hayalyuy ............cccccccccuuunnnnnnn. 42
7.6. Comparacion de la actividad antifungica sobre cada fitopatégeno................... 47
7.7. Relacién de actividad antifungica contra quimiodiversidad............c.ccccvvueennnnn. 47
7.8. Ensayo de toxicidad en Artemia Salina..................coooiiiiiiiiiiiiiiieeieie e 48
VHE DISCUSION. ...ttt ne e eaeaee e 50
IX. CONCLUSIONES ... ..o e e e e e e e e e e e e e aaaaes 57
X. RECOMENDACIONES ... .o 58
XI. REFERENCIAS DOCUMENTALES. ... 59



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Rendimiento de los extractos de los esporomas de Amanita hayalyuy. ...29
Cuadro 2. Rendimiento de las fracciones del extracto hexanico de los esporomas de

AMANIE RAYAIYUY . ......ccooiiiiieiiieee e 30
Cuadro 3. Rendimiento de las fracciones del extracto metandlico de los esporomas de
AMANIta NAYAIYUY. .......cccoeeeeie e e 30
Cuadro 4. Rendimiento de las fracciones hexanicas con respecto al extracto nativo de
AMANIta NAYAIYUY . ......cooeeeeeee e 30
Cuadro 5. Rendimiento de las fracciones metandlicos con respecto al extracto nativo
de AManita NaYalYUY . ............. oo 30
Cuadro 6. Intensidad de reaccion de las pruebas bioquimicas para la deteccion de
metabolitos secundarios en los extractos de Amanita hayalyuy. ............cccc...coeeee. 31

Cuadro 7. indices de quimiodiversidad del extracto hexanico de Amanita hayalyuy.40
Cuadro 8. indices de quimiodiversidad del aceite del extracto hexanico de Amanita

NAYAIYUY . ...ttt 40
Cuadro 9. indices de quimiodiversidad del precipitado del extracto hexanico de
AMANIta NAYAIYUY . ......cooeeeeeeeee e 40
Cuadro 10. indices de quimiodiversidad del extracto metandlico de Amanita hayalyuy.
.................................................................................................................................. 41
Cuadro 11. indices de quimiodiversidad de la fraccion MeOH del extracto metandlico
de AMaAnita NAYAIYUY . ...........e oo 41
Cuadro 12. indices de quimiodiversidad de la fracciéon CHCIs del extracto metandlico
de AMAanita NAYAIYUY . ..........coouuuiiiieee e 42
Cuadro 13. indices de quimiodiversidad de la fraccién Hex del extracto metandlico de
AMANIE RAYAIYUY . ......coooiiiieiiiieeee e 42
Cuadro 14. Actividad inhibitoria del extracto hexanico de los esporomas de Amanita
NAYAIYUY ... 43
Cuadro 15. Actividad inhibitoria de las fracciones del extracto hexanico de los
esporomas de Amanita hayalyUy. ...........ooouuuuuuiiiiie e 43
Cuadro 16. Actividad inhibitoria (expresada en % de inhibicion) del extracto metandlico
de los esporomas de Amanita hayalyuy . ...............coeeeeuiiiiiiiiiiiiie e 44
Cuadro 17. Actividad inhibitoria de las fracciones del extracto metandlico de los
esporomas de Amanita hayalyUy . ...........coouuuuuuiiiiiie e 44
Cuadro 18. Comparacion de extractos y fracciones mas activas de Amanita hayalyuy.
.................................................................................................................................. 47
Cuadro 19. indices de correlacion (coeficiente de Pearson) entre la quimiodiversidad
y la potencia antifungica de extractos y fracciones de Amanita hayalyuy. ................. 48



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esporomas de Amanita hayalyuy. ...........ccoooiiiiiiiiii e, 7
Figura 2. Estructura quimica de los metabolitos secundarios del género Amanita. ..13
Figura 3. Morfologia e implicaciones de Curvularia lunata en el cultivo agricola. .....15
Figura 4. Morfologia e implicaciones de Fusarium oxysporum var. lycopersici en el

(o1 1AV o =T | o] - TR 16
Figura 5. Morfologia e implicaciones de Colletotrichum gloeosporioides en el cultivo
=T | oo ] = U SUPPPPUPPPPPPRPR 17
Figura 6. Region de Los Altos de Chiapas ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiieeeeei e 21
Figura 7. Perfiles de composicion cromatografica del extracto hexanico de los
esporomas de Amanita hayalyUy .............coou e 32
Figura 8. Perfiles cromatograficos del aceite del extracto hexanico de los esporomas
de AManita RAYaAIYUY . ............oouuuiii e 33
Figura 9. Perfiles cromatograficos del precipitado del extracto hexanico de los
esporomas de Amanita hayalyUy ............ooouuuuuuuiiiiie e 34
Figura 10. Perfiles de composicidon cromatografica del extracto metandlico de los
esporomas de Amanita hayalyUy. ............cooo i 35
Figura 11. Perfiles cromatograficos de la fraccion metandlica del extracto metandlico
(FMeOH:MeOH) de los esporomas de Amanita hayalyuy .............ccccoeeieiiiiiiiiiennnnn. 36
Figura 12. Perfiles cromatograficos de la fraccion cloroférmica del extracto
metandlico (FCHCI3:MeOH) de los esporomas de Amanita hayalyuy ....................... 37
Figura 13. Perfiles cromatograficos de la fraccion hexanica del extracto metandlico
(FHex:MeOH) de los esporomas de Amanita hayalyuy ..............cccccceeiiiiiiiiiiiiiieiinnnn. 38
Figura 14. Efecto en el crecimiento micelial de hongos fitopatégenos de extractos
crudos de Amanita hayalyUy. .............oooouiie e 45
Figura 15. Efecto en el crecimiento micelial de las fracciones de Amanita hayalyuy.
.................................................................................................................................. 46

Figura 16. Estrategia y resultados del primer estudio microquimico de Amanita
NAYAIYUY . ...ttt 49



RESUMEN

Amanita hayalyuy es un hongo de importancia gastrondmica, cultural y econdémica en
la Region de Los Altos de Chiapas; es conocido como yuyo y se comercializa
frecuentemente en los mercados de la regidén proveniente de recolectas en bosques
de pino-encino de los alrededores.

Este es el primer estudio que explora la micoquimica del yuyo con la tentativa
de conocer su capacidad metabdlica secundaria y sus propiedades antifungicas. Para
ello, los metabolitos secundarios (MS) se obtuvieron mediante extracciones de baja y
alta polaridad. El conjunto de metabolitos se determind con técnicas colorimétricas y
de cromatografia de capa fina. En tanto que la capacidad antifungica se evaluo in vitro
sobre tres fitopatégenos de relevancia agricola. De forma preliminar, también se
determiné la toxicidad general de los extractos. Los esporomas se adquirieron en los
mercados de San Cristobal de Las Casas, una vez deshidratados y molidos, se
obtuvieron extractos hexanicos y metandlicos mediante maceracion en frio; una
muestra del extracto hexanico fue utilizada para obtener dos fracciones mediante
centrifugacion (fraccion aceite y fraccion precipitado), mientras que el extracto
metandlico fue separado por afinidad de polaridad en tres fracciones (fraccion MeOH,
fraccion CHCIsy fraccion Hex).

El conjunto de metabolitos reunidos en el extracto metandlico es mas abundante
en masa (21% de rendimiento) que los metabolitos del extracto hexanico (8%). Se
detectaron seis tipos de MS en el yuyo; son comunes en ambos extractos los
flavonoides y alcaloides, mientras que las quinonas y flavonoides distinguen al extracto
hexanico, los terpenoides y los glucosidos son exclusivos del extracto metandlico. Las
cromatografias en capa fina revelaron que hay un mayor numero de compuestos en el
extracto hexanico que en el extracto metandlico (13 vs 6 compuestos). Ello significa
que el extracto metandlico contiene menor numero de compuestos, pero mayor
diversidad estructural de MS.

Los extractos hexanico y metandlico del yuyo mostraron la mayor inhibicion
sobre C. gloeosporioides (80 y 85% de inhibicion micelial respectivamente); que sobre

C. lunata (19 y 42%, respectivamente) y F. oxysporum (45 y 19%, respectivamente).



Existe una ligera asociacion entre la diversidad quimica de los extractos y su actividad
antifungica.

El ensayo de toxicidad con nauplios de Artemia salina indica que el extracto
metandlico (18135 ug.mL") no es toxico, pero que el extracto hexanico es de toxicidad
moderada a alta (135 pyg.mL").

El fraccionamiento permitié ampliar la visualizacién del numero de compuestos
en los extractos, aunque la potencia no sobrepasé la exhibida por los extractos
generales.

Este estudio determina que Amanita hayalyuy produce metabolitos secundarios
polares y no polares con capacidad para inhibir el crecimiento de hongos
fitopatdgenos. Los MS del extracto metandlico son los de mayor potencia antifungica,
en particular sobre C. gloesporoides; esta actividad estda acompafada de
aparentemente una nula toxicidad.

Estas caracteristicas quimicas y biolégicas podrian proporcionar una

herramienta util para la conservacion de la especie.
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ABSTRACT

Amanita hayalyuy is a mushroom of gastronomic, cultural, and economic importance
in the Altos de Chiapas region; it is known as yuyo. It is frequently sold in the markets
of San Cristébal de Las Casas, Chiapas, after being harvested in the region's pine-oak
forests.

This is the first study to explore the secondary microchemistry of yuyo in an
attempt to understand its metabolic capacity and antifungal properties. To this end,
secondary metabolites were obtained through low- and high-polarity extractions. The
set of metabolites was determined using thin-layer chromatography techniques and
colorimetric tests. Meanwhile, the antifungal capacity was evaluated in vitro on three
phytopathogens of agricultural relevance. The general toxicity of the extracts was also
preliminarily determined. The spores were purchased in the markets of San Cristébal
de Las Casas. Once dehydrated and ground, hexane and methanol extracts were
obtained by cold maceration. A sample of the crude extracts was partitioned by
centrifugation and polarity affinity, resulting in two fractions for the hexane extract (oil
fraction and precipitate fraction) and three for the methanol extract (MeOH fraction,
CHCI3 fraction, and Hex fraction).

The set of polar metabolites found in the methanolic extract is more abundant
(21%) than the non-polar metabolites in the hexane extract (8%). Flavonoids and
alkaloids were common in both extracts, while quinones and flavonoids are distinctive
of the hexane extract and terpenoids and glycosides are exclusive to the methanolic
extract. Thin-layer chromatography revealed that there are more compounds in the
crude hexane extract (13 compounds) than in the crude methanol extract (6
compounds).

Antifungal activity against Fusarium oxysporum, Curvularia lunata, and
Colletotrichum gloeoesporioides. Both the crude methanolic and hexane extracts
showed the greatest antifungal inhibition against C. gloeosporioides (85% and 80%
mycelial inhibition, respectively); in contrast, the activity against C. lunata and F.
oxysporum is low (up to 40% and 19%, respectively). The toxicity test with Artemia
salina nauplii indicates that the methanolic extract (18135 pg.mL™) is not toxic, while

the hexane extract has moderate toxicity (135 pg.mL™") with Amanita hayalyuy.
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This study represents the first chemical approach to Amanita hayalyuy and

provides a useful tool for the conservation of the species.
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l. INTRODUCCION

El género Amanita es un taxén fungico numeroso, se divide en dos subgéneros y siete
secciones de acuerdo a la clasificacion conservadora de la taxonomia moderna
(Galvez-Sagastume, 2011), no obstante, aun posee un extenso numero de especies
sin caracterizar, por lo cual es dificil conocer puntualmente su taxonomia. Es un grupo
conocido por su amplia variedad de formas, colores y usos humanos; posee especies
comestibles, como Amanita rubescens; tdoxicas como Amanita phalloides, y
psicotrdpicas y medicinales como Amanita muscaria (Duenas-Rivera, 2008). Varias de
estas propiedades estan asociadas a la presencia de pequefias moléculas llamadas
metabolitos secundarios o especializados.

Los metabolitos secundarios son compuestos derivados del metabolismo
primario que permiten a los organismos que los producen comunicarse con su
ambiente, ya que son moléculas de defensa o de atraccién de enemigos naturales u
organismos benéficos respectivamente (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Las propiedades bioldgicas que poseen los metabolitos secundarios han sido
trasladadas a diversos usos como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o
colorantes, entre otros. Una de sus aplicaciones mas valiosas es la obtenciéon de
compuestos activos como agentes de control de fitopatdgenos en cultivos de
importancia econdmica. Las plantas son quiza la fuente mas utilizada para ello, debido
a la facilidad que supone obtener un gran volumen de biomasa para el aislamiento de
metabolitos (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009; Duefias-Rivera, 2008). Sin embargo,
el metabolismo secundario también puede producirse en animales, bacterias y hongos
(Almaraz-Abarca et al., 2006).

En particular, la relacion entre seres humanos y hongos para el aprovechamiento
de sus metabolitos secundarios (MS) bioactivos data desde las civilizaciones antiguas
en campos como la medicina tradicional y las ceremonias religiosas (Duefias-Rivera,
2008). Los hongos poseen un metabolismo secundario bien desarrollado, la diversidad
de especies fungicas y la diversificacién de los grupos de genes biosintéticos son un
potencial casi ilimitado de variacion metabdlica y constituyen un recurso sin explorar

para el descubrimiento de farmacos y agroquimicos vitales (Bills y Gloer, 2016).



Parte del éxito ecolégico de los hongos filamentosos se debe a su capacidad para
desplegar sus metabolitos secundarios en consonancia con su modo de vida
penetrante y absorbente. Los metabolitos fungicos pueden ser téxicos y afectar los
alimentos y los ambientes, siendo determinantes de las enfermedades fungicas en
humanos, animales y plantas. Pero también varios MS son farmacos relevantes, entre
ellos los antibiéticos penicilina y estreptomicina (Bills y Gloer, 2016).

El hongo comestible Amanita hayalyuy es de importancia en la gastronomia y
economia de Los Altos de Chiapas, México. Algunos estudios previos indican a las
especies del género Amanita como una potencial fuente de metabolitos secundarios
con caracteristicas antifungicas (Martinez-Escobedo et al., 2021; Narvaez-Montafio et
al., 2023).

No obstante, el estudio de la quimica de macromicetos es escaso en el continente
americano y la busqueda se ha realizado principalmente en especies euro-asiaticas y
sin considerar que las caracteristicas del suelo y la composicion de la vegetacion del
territorio hacen que los MS que produce una especie, puedan diferir en presencia o
concentracion.

En el presente estudio se evalud la diversidad quimica y la actividad antifungica
de Amanita hayalyuy como una primera aproximacion al conocimiento de la
micoquimica de este macromiceto. Para ello, se obtuvieron metabolitos mediante
extracciones hexanicas y metandlicas que permitieron en un principio determinar la
riqueza vy tipificacion de MS, para posteriormente evaluar su capacidad antifungica y
de forma preliminar determinar su posible toxicidad.

Los resultados de esta investigacion contribuyen al conocimiento del
metabolismo secundario de A. hayalyuy, y establecen la base para estudios como
fuente potencial de compuestos antifungicos contra enfermedades en cultivos
agricolas de importancia econémica como una alternativa natural a los productos
antifungicos sintéticos convencionales. Al mismo tiempo representan argumentos para

la conservacién de la fungidiversidad chiapaneca.



II. MARCO TEORICO

2.1 Descripcidn de la especie de estudio

2.1.1. Ubicacién y generalidades del género Amanita

El reino Fungi agrupa a una diversidad de organismos eucariéticos y heterotrofos, con
reproduccion sexual o asexual y una pared celular conformada, en su mayoria, por
quitina (Aguirre-Acosta et al., 2014). Se estima un total de 2.2 y 3.8 millones de
especies a escala global, de las cuales 120,000 especies han sido descritas y
aceptadas (Hawksworth y Lucking, 2017).

Los hongos son organismos poseedores de un nucleo definido y con
caracteristicas similares a las plantas y los animales; sin embargo, su conformacion
interna, externa y su comportamiento los hace diferentes a cualquier grupo. Sus
células son alargadas y al alinearse unas con otras forman filamentos denominados
hifas, estas se entrelazan para formar una estructura llamada micelio, como ocurre en
las especies filamentosas; no obstante, algunos hongos son unicelulares, como las
levaduras. La diversidad fungica se manifiesta en las numerosas formas, colores y
comportamientos (Cuevas-Moreno, 2016).

Este reino surgio entre los ultimos 660 millones y 2.15 billones de afios, y existen
evidencias que demuestran que fue el primero en emerger de los mares para
conquistar tierra firme. Los hongos fueron clasificados erréneamente en el reino
Plantae, debido a que son organismos inmoviles y son similares a las plantas. Sin
embargo, su diferencia es bastante clara, debido a que no tienen raices, tallos y
semillas; los hongos comparten una conformacion de un micelio formado por hifas vy,
en el caso de los macromicetos, un cuerpo fructifero destinado a la produccion de
esporas para su reproducciéon. Se ha demostrado que son mas cercanos al reino
Animalia, ya que comparten la condicion heterotrofa, mientras que las plantas son
autétrofas (Montes et al., 2003; Cuevas-Moreno, 2016).

Son organismos simbiontes, saprofitos y parasitos. Establecieron relaciones
simbidticas con las plantas hace aproximadamente 500 millones de afios dando lugar
a las micorrizas. Las asociaciones micorrizégenas se forman cuando las hifas se
ramifican en el suelo y crean una red, que se interconectan con las raices de las

plantas. Este proceso ocurre dentro del suelo y proporciona nutrientes a los hongos,
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mientras que la planta obtiene minerales y nitrégeno. Actualmente se conoce que
cerca del 90% de las plantas vasculares poseen micorrizas. También han establecido
relaciones simbidticas con animales, en donde son mutualistas, parasitos vy
comensales (Galvez-Sagastume, 2011; Cuevas-Moreno, 2016).

El reino Fungi incluye diversos phyla, entre ellos, Ascomycota y Basidiomycota.
En este ultimo se caracterizan por poseer esporas sexuales llamadas basidiosporas,
contenidas en estructuras especializadas que llevan por nombre basidios. A este grupo
pertenecen los hongos mas conocidos por la sociedad, los cuales, generalmente,
estan formados por un esporoma pileo-estipitado; el pileo puede variar en su forma
(conica, convexa, plana o campanulada). Estos macrohongos poseen variedad de
colores (Kuhar et al., 2013).

En la clasificacién actual el phylum Basidiomycota comprende cuatro subfilos:
Agaricomycotina, Pucciniomycotina, Ustilaginomycotina y Wallemiomycotina. El
subphylum Agaricomycotina es el grupo mas grande, contiene aproximadamente dos
tercios de los Basidiomycota descritos. Este subphyllum comprende a las clases
Agaricomycetes, Bartheletiomycetes, Dacrymycetes y Tremellomycetes. El grupo
presenta una extensa variedad morfoldgica, sin embargo, la caracteristica unificadora
es la presencia de septos doliporos, poros que se encuentran entre células adyacentes
y rodeados del mismo material del que estan formadas las paredes celulares. (Rua-
Giraldo, 2023; Wijayawardene et al., 2024).

La clase Agaricomycetes contiene aproximadamente 21,000 especies, lo cual
representa un quinto dentro de todo el reino Fungi. Esta clase es descomponedora de
materia, patdégenos, parasitos y simbiontes; tienen la capacidad de formar
ectomicorrizas con arboles como pifios, robles y eucaliptos. Se encuentra
principalmente en el medio terrestre y son capaces de formar compuestos a partir del
metabolismo primario, llamados metabolitos secundarios, que les profieren
caracteristicas que producen su aprovechamiento. En Agaricomycetes se encuentran
la mayoria de los hongos comestibles por el ser humano; no obstante, también existen
especies que producen compuestos toxicos o alucindégenos (Hibbett et al., 2011;

Galvez-Sagastume, 2007).



La mayoria posee homobasidios (basidios no divididos por septos), existen otros
que producen basidios septados. En cada basidio se producen de dos a ocho
basidiosporas, aunque generalmente son cuatro. Los cuerpos fructiferos son de
formas diversas, incluyendo formas coraloides, formas de repisa, bejines y cortezas.
En la clasificacion mas actual se distinguen 19 clados mayores en la clase de los
Agaricomycetes, pero unicamente 12 han sido aceptados como taxones formales:
Agaricomycetidae, Russulales, Polypolares, Thelephorales, Gloeophyllales,
Corticiales, Hymenochaetales, Phallomycetidae, Trechisporales, Cantharellales,
Sebacinales y Auriculariales. En Agaricomycetidae estan incluidos los 6rdenes
Agaricales, Boletales y Atheliales (Hibbett et al., 2007).

El orden Agaricales, llamada también euagaricos, son un grupo monofilético que
contiene aproximadamente 8,500 especies de hongos. Conforman el clado mas
prominente; junto con los Boletales y Atheliales, forman la subclase Agaricomycetidae.
Sus especies son cosmopolitas. Actualmente, este orden se divide formalmente en
cinco clados mayores: Agaricoide, Tricholomatoide, Marasmioide, Pluteoide,
Hygrophoroide y Plicaturopsidoide. En el clado Pluteoide se encuentran cuatro
familias: Pluteaceae, Amanitaceae, Pleurotaceae, Limnoperdonaceae, y varios
geéneros que presentan laminas que no se encuentran incluidos dentro de estas
clasificaciones (Matheny et al., 2006).

La familia Amanitaceae posee cuatro células terminales infladas (acrofisalidas)
en la trama, ademas de, laminas libres, trama lamelar bilateral, basidiosporas lisas de
pared delgada e incoloras, células subglobosas infladas en el subhimenio y pilipelis
gelatinizada. Se han establecido tres subgéneros con analisis filogenéticos, Amanita,
Catatrama y Limacella (Estrada-Avendano, 2023).

El género Amanita contiene a todos los individuos capaces de producir un
cuerpo fructifero (basidioma) y que presentan un crecimiento esquizohimenial, en el
cual el desarrollo del primordio llamado botén o huevo tiene bien diferenciada cada
parte (pileo, ldminas y estipite) sin espacios entre cada uno de ellos, los tejidos que
dividen las partes del cuerpo fructifero se mueren para permitir la expansién sin
obstaculos del hongo en su maduracion. El desarrollo esquizohimenial es unico para

el género (Estrada-Avendafio, 2023).



Este género esta dividido en dos subgéneros, definidos tanto morfolégicamente
como molecularmente, y siete secciones de acuerdo a la clasificacion conservadora
de la taxonomia moderna (Galvez-Sagastume, 2011).

Amanita es un género ampliamente distribuido alrededor del mundo; no obstante,
la mayoria de las especies forman ectomicorrizas, ocupantes de areas limitadas. El
género ha sido estudiado por su importancia toxicas o comestibles y porque se ha
reportado que posee propiedades antioxidantes, antibacterianas, antifungicas,
antivirales, antitumorales, anti-inflamatorias y citotdxicas, entre otras (Cepero de
Garcia et al., 2012; Sevindik et al, 2019).

2.1.2. Amanita hayalyuy D. Arora y GH Shepard

A. hayalyuy es una especie llamada comunmente como yuy que puede ser encontrada
en pequenos grupos o solitaria (Figura 1). Es una especie ectomicorrizogena y crece
en el suelo, cerca o bajo arboles de robles (Quercus sp.) en elevaciones de 2000
metros sobre nivel del mar (msnm) o mas. Se distribuye en las montafias que rodean
San Cristébal de Las Casas, Chiapas, México, especialmente en bosques de roble en
la periferia de pequefios pueblos de los municipios de San Juan Chamula y Teopisca.
El cuerpo fructifero emerge en los meses de junio hasta septiembre, pero es mas
comun encontrarlo en junio y julio (Shepard et al., 2008).

Debido a su importancia gastrondmica en la zona Maya tsotsil y tseltal de Los
Altos de Chiapas, A. hayalyuy es comercializada en los mercados de San Cristobal de
Las Casas, Chiapas, México. Las especies del género Amanita son conocidas por la
poblacion local como yuy (Yuy, K’anal yuy del maya tsotsil) o yuyo (Ruan-Soto et al.,
2021; Ruan-Soto y Ordaz-Velazquez, 2015).

2.1.2.1. Caracteristicas de la especie
El pileo es convexo a ampliamente convexo y plano, mide de 80 a 180 mm de

diametro y es tipicamente café-dorado o amarillo brillante-marrén, visto de lejos es
amarillo brillante marrén, pero en realidad marrén oscuro (a veces de color verde oliva
0 rojizo) en el disco; es mas brillante en la porcion media y mas palido hacia el margen.
El tamano del estipite es de 150 a 300 mm x 10 a 15 mm, mientras que la

ornamentacion del estipite es decorada debajo del anillo con una capa fibrillosa
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marron-anaranjado oscuro a ligeramente rojizo que se rompe formando zonas en
forma de zigzag; estas zonas se decoloran con la edad y con el maltrato se vuelve
mas palido y café. Sus esporas son elipsoides, apiculadas o lisas. Los basidios son
clavados, la mayoria con cuatro esterigmas, base con fibulas. Las capas y el tipo de
subhimenio son células infladas y 1 a 2 capas de células (Deloya-Olvera, 2017).

Figura 1. Esporomas de Amanita hayalyuy. Por Estrada-Avendano, 2023.

2.2. Metabolitos secundarios en hongos
El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que las células de los seres
vivos realizan con el fin de biosintetizar sustancias complejas a partir de otras mas

simples, o bien, degradan las complejas para la obtencion de moléculas simples.



Todos los organismos dependen del metabolismo para biosintetizar o degradar
moléculas que componen los compuestos primarios para la subsistencia del individuo,
como son la generacién de macromoléculas y energia; esto, en su conjunto, es
llamado metabolismo primario. Por otro lado, ademas del metabolismo primario,
algunos organismos poseen un metabolismo secundario que les permite producir y
acumular otro tipo de compuestos denominados metabolitos secundarios, también
llamados, metabolitos especializados o productos naturales. Estos son de vital
importancia debido a que desempenan funciones bioldgicas y ecoldgicas dentro del
organismo, y se relacionan estrechamente con la sobrevivencia en el medio natural de
este (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Para el humano, los metabolitos secundarios representan un area de oportunidad
debido a sus usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas,
perfumes o colorantes. Una de sus aplicaciones mas valiosas es la sintesis de nuevos
farmacos (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009; Duefias-Rivera, 2008).

Dentro del campo biotecnoldgico, la extracciéon de compuestos bioactivos de los
hongos ha sido relevante. La utilizacién de los hongos microscdpicos y macroscopicos
para la obtencién de metabolitos secundarios, tiene una larga historia que data, en el
caso de los macromicetos, desde las antiguas civilizaciones, como la mesopotamica y
azteca, en las cuales eran utilizados con fines medicinales y ceremoniales (Duenas-
Rivera, 2008).

Sin embargo, encontrar compuestos naturales puros con alguna actividad
biolégica particular no es simple, es necesario extraerlos de su fuente natural, lo que
representa un problema experimental debido a que los metabolitos secundarios de
interés estan mezclados con muchos metabolitos con otras funciones bioldgicas, o
bien, cuando estan aislados no son activos ya que muestran sinergia junto a otros
compuestos; para el aislamiento de moléculas es necesario realizar fraccionamiento
de extractos y la utilizacion de técnicas quimicas variadas como la cromatografia
(Duefias-Rivera, 2008).

Los metabolitos secundarios se clasifican generalmente en dos grandes grupos,

los metabolitos nitrogenados y no nitrogenados, que abarcan distintos subgrupos



seglin su composicién quimica y la ruta de la que se derivan (Avalos-Garcia y Pérez-
Urria, 2009; Sepulveda et al., 2003; Harun y Mohamed-Hussein, 2024):
Metabolitos no nitrogenados.
e Terpenos: a él pertenecen pigmentos carotenoides y la mayoria de las
moléculas que dan origen al aroma y a los aceites esenciales.
e Compuestos fendlicos: por ejemplo, cumarinas, flavonoides, lignina y
taninos.
e Glicosidos: metabolitos de otros grupos unidos a moléculas de azucares,
entre ellos saponinas y glicdsidos cardiacos.
Metabolitos nitrogenados.
¢ Alcaloides: metabolitos que contienen uno o mas atomos de nitrégenos,
usualmente en un anillo heterociclico.
¢ Aminoacidos no protéicos: son aminoacidos no ribosomales inusuales que
no participan en la sintesis de proteinas.
e Glucésidos cianogénicos y glucosinolatos: forman parte de los glicésidos y
se agrupan en los metabolitos nitrogenados debido a que derivan de
aminoacidos con nitrdgeno en su estructura.

e Betalainas: pigmentos nitrogenados derivados del acido betalamico.

Los terpenos o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de
metabolitos secundarios ya que contienen mas de 40,000 moléculas. Son insolubles
en agua y derivan del isopreno; debido a esto se clasifican segun el numero de sus
unidades en monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos
y politerpenos. Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del
acido mevaldnico y la del metileritritol fosfato (MEP). Estas moléculas tienen
importancia en el area de la alimentacién y cosmética debido a su uso como aromas
y fragancias, sin embargo, son de interés medicinal debido a sus propiedades
anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas (Avalos—Garcia y
Pérez-Urria, 2009).

El metabolismo secundario de los basidiomicetos es rico en terpenoides. Ademas

de encontrarse en amplio numero, muchos sesquiterpenos poseen estructuras que



s6lo se conocen en este phyllum. Algunos géneros que biosintetizan sesquiterpenos y
derivados son Merulius, Marasmius, Naematoloma, Pleurotellus, Lentinelus y
Panaelus, los cuales incluyen compuestos como merulidial, naematolina, naematolon,
hynophilina, leianafulveno, pleurotelol (Figura 2D), acido pleurotélico, omphalona y
fulvoferruginina. El género Amanita produce muscarufina, un sesquiterpeno que
provoca el pigmento rojo-anaranjado y es aislado del pileo de A. muscaria (Figura 2A).
Estos compuestos tienen propiedades antimicrobianas, antifungicas, antivirales,
citotoxicas y mutagénicas. En cuanto a los diterpenoides, algunos son producidos por
géneros como Cyathus 'y Crinipellis, y algunos ejemplos son estriatina, pleuromutilina,
y cavipetina con actividades citotdxicas, antifungicas y antibacterianas (Brizuela et al.,
1998).

Los hongos también biosintetizan policétidos o compuestos fendlicos,
polifenoles o fenilpropanoides que derivan del fenol. Este grupo incluye desde
moléculas sencillas como los flavonoides hasta polimeros complejos como los taninos
y la lignina. Las dos rutas implicadas en su biosintesis, son la ruta del acido siquimico
y la del acido maloénico. Este grupo confiere algunas caracteristicas organolépticas,
como el color y varios tienen importancia para la industria médica (Avalos Garcia y
Pérez-Urria, 2009).

Se han encontrado flavonoides, saponinas, taninos, quinonas y cumarinas en
hongos comestibles del centro de México (Amanita rubescens, Flammulina mexicana,
Floccularia aff. luteovirens, Gyromitra sp., Morchella sp., Turbinellus floccosus). En el
geénero Amanita han sido aislados el acido cinamico, catequina, epicatequina, acido p-
cumarico y acido ferulico de la especie A. caesarea (Figura 2C). Estos metabolitos son
reconocidos por su capacidad antioxidante y su importancia para combatir
enfermedades producidas por el estrés oxidativo, como cancer, enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas, deterioro del sistema inmunoldgico,
enfermedades hepaticas, diabetes mellitus, inflamacion, entre otras (Gonzalez-
Morales et al., 2021)

Los glicésidos son metabolitos que deben su nombre al enlace glicosidico que
se forma cuando una molécula de azucar se condensa con otra que contiene un grupo

hidroxilo. Los glicosidos mas estudiados son las saponinas, los glicosidos cardiacos,
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glicésidos cianogénicos y glucosinolatos. Estos son responsables del olor, color y
sabor de algunos alimentos, y algunos son principios activos de relevancia médica
(Avalos Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Los alcaloides son metabolitos heterociclicos en su mayoria que contienen al
menos un atomo de nitrdgeno y que exhiben una pronunciada actividad biolégica. Se
clasifican segun su origen, que puede ser a partir de aminoacidos como la lisina,
tirosina y triptéfano. Los alcaloides presentan interaccion con neurotransmisores, por
lo cual, a dosis altas, son toxicos; no obstante, en dosis bajas pueden ser usados como
relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos (Avalos Garcia y
Pérez-Urria, 2009).

Los alcaloides de los hongos proporcionan principios activos con aplicaciones
usadas desde las civilizaciones precolombinas en diversos ambitos, como son la
medicina tradicional y la espiritualidad. Algunos alcaloides poseen efectos
psicotropicos y toxicos. La mayoria de los hongos con alcaloides psicotropicos
pertenecen a dos grupos: los hongos psilocibios y los agaricos. Mientras que los
hongos psilocibios contienen los alcaloides psilocibina (Figura 2E) y psilocina, los
agaricos contienen alcaloides como el acido iboténico, el muscimol, la muscazonay el
acido estizolobico. De igual manera, hay hongos que poseen actividad antimicrobiana
por su alta cantidad de alcaloides, un ejemplo de ello es el basidiomiceto Pleorotus
ostreaus (Burillo-Putze et al., 2013; Carrillo-Lara et al., 2017).

Los alcaloides confieren la toxicidad y psicoactividad caracteristica de algunas
especies del género Amanita; la ingesta de Amanita muscaria provoca malestar
gastrointestinal, excitacion y depresion del sistema nervioso central producida por
compuestos como el acido iboténico y el muscimol (Figura 2B) (Moss y Hendrickson,
2018).

Los aminoacidos no proteicos son compuestos que contienen grupos amino
(NH;) y grupos carboxilo (COOH), y se diferencian de los aminoacidos protéicos
debido a que no se incorporan a las proteinas de los organismos que las sintetizan.
Estos compuestos son producidos a partir de rutas metabdlicas especializadas, donde
ocurren transformaciones biosintéticas como la isomerizacién de los enlaces C-H.

Estos compuestos pueden ser integrados en productos naturales mas complejos y
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superan en cantidad a los 22 aminoacidos proteicos conocidos (Bell et al., 2008;
Hedges y Ryan, 2019; Ladaniya, 2008).

Los aminoacidos no proteicos se encuentran en distintos organismos vivos,
incluyendo a los hongos. Tienen un rol importante en la defensa contra depredadores
y uno de sus mecanismos tipicos es que funcionan mimetizandose como alguno de
los 22 aminoacidos proteicos para incorporarse en la proteina, llevando a la produccion
de proteinas inusuales disfuncionales. Estos compuestos suelen exhibir actividad
antifungica y antibacteriana, y en algunos casos, pueden llegar a presentar actividad
citotdxica significativa. Algunos aminoacidos no proteicos encontrados en hongos son
3-ciclopropilalanina, en Amanita virgineoides; acido 2-amino-3-ciclopropilbutanoico, en
Amanita castanopsidis y Amanita cokeri; trichorzina HA1, atroviridinas y cyclosporinas
en Trichoderma sp.; y neoefrapeptinas, aisladas de Geotrichum candidum (Brackmann
y de Meijere, 2007; Yamane et al., 2010; Yoganathan y Vederas, 2010).

Las betalainas son pigmentos nitrogenados solubles en agua, que resultan a
partir de la sintesis del acido betalamico. La mayoria de estos compuestos son
antixiodantes y tienen propiedades colorantes. Se han encontrado betalainas en el
género Amanita, especificamente en Amanita muscaria, que corresponden a musca-
aurinas naranjas |-VIl, muscaflavina amarilla, muscapurpurina rojo-violeta y
muscarubrina roja (Dopp et al., 1971; Doépp y Musso, 1973; Stintzing y Schliemann,
2007).

12



OH _ O\,\
o)
N/
\ / NH,
HO o
E) A
HO_ - P
//P\o
o)
A\
N H,NT ~CO,H
H

Figura 2. Estructura quimica de los metabolitos secundarios del género Amanita. A)
Muscarufina, sesquiterpeno aislado de A. muscaria; B) Acido iboténico, alcaloide aislado de A.
muscaria; C) Acido p-cumarico, compuesto fendlico aislado de A. caesarea; D) Pleurotelol,
sesquiterpeno aislado de Pleurotellus hypnophilus; E) Psilocibina, alcaloide aislado de
Psilocybe sp.; F) 3-Cyclopropylalanina, aminoacido no proteico aislado de A. virgineoides.
Elaboracién propia.

2.3. Hongos fitopatégenos

Dentro del reino Fungi existen hongos patégenos en una variedad de grupos de seres
vivos, entre los cuales se encuentran los fitopatégenos. Estos hongos infectan o
parasitan plantas sanas y provocan patologias que afectan su desarrollo,
supervivencia o rendimiento, lo cual afecta ciertas actividades y aspectos de vital
importancia para el ser humano, como lo son la agricultura y la disponibilidad de
alimento (Ormefo-Villajos, 2024).

Los hongos fitopatdogenos provocan pérdidas que ascienden hasta miles de
millones de dodlares al afio, lo cual impacta negativamente en la economia mundial.
Esto se debe a la extensa distribucibn que poseen algunos géneros y especies,
ocasionada por su gran capacidad de adaptacion. Sin embargo, algunos hongos
presentan limitaciones en su adaptacidon, o bien, son especializados. Esta
especializacion esta condicionada a la relacion del hongo con la planta hospedera, es

decir, si son parasitos obligados, parasitos facultativos o sapréfitos facultativos. Aun
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con todas estas variaciones de habito, se han implementado medidas de control contra
hongos fitopatégenos, como son los fungicidas y el control biolégico (Del Pilar-
Gonzalez, 2001).

2.3.1. Curvularia lunata (Wakker) Boedijn
Curvularia lunata es una especie de hongo fitopatégeno dentro del phylum Ascomycota
y el género Curvularia.

Este micromiceto presenta colonias de apariencia algodonosa y coloraciéon
negra grisacea, y en el reverso se observa un pigmento oscuro posee hifas vegetativas
tabicadas, ramificadas, subhialinas a pardas, lisas a asperuladas, con un tamafo
aproximado de 1.5 a 5 ym de ancho; conidioforos (39-430 um de largo, 4-9 ym de
ancho en la base y 2.5-6 um de ancho hacia el centro) septados, simples o ramificados,
a menudo con una base bulbosa y geniculados o doblados en el apice, de color marron
claro a oscuro, con paredes celulares mas gruesas que las de las hifas vegetativas;
células conididgenas (4-20 por 3-13 um) terminales e intercalares, politreéticas,
subcilindricas y subglobosas o de forma irregular; conidios casi siempre de cuatro
celdas, lisos a asperulados, a menudo curvados en la tercera celda desde la base, que
es mas grande que las otras, células intermedias de color marrén a marrén oscuro,
células terminales subhialinas a marron claro, de 21-31 por 9-13 pm; hilio no
sobresaliente, plano, oscurecido y engrosado, 1.5-3 uym de ancho. Rara vez se
observan conidias atipicas, bifurcadas y conidiacion microciclica (Manamgoda et al.,
2012; Rocha dos Santos et al., 2018).

Es un patdégeno facultativo que inhibe en la germinacién de semillas de cereales
y otros cultivos monocotiledéneos, asi como la enfermedad de la mancha foliar en el
maiz (Figura 3); por otro lado, en el trigo provoca pudricion de la corona (enfermedad
que ataca la base del tallo de las plantas, justo donde se junta con las raices), tizén de
la plantula, tizén de la cabeza y punta negra (Sivanesan, 1987; Gao et al., 2014;
Zillinsky, 1983; Mishra et al., 2001).
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Figura 3. Morfologia e implicaciones de Curvularia lunata en el cultivo agricola. A) Mancha
en maiz; B) C. lunata en medio de cultivo; C) Conidios de C. lunata. Por Agro.uba.ar, 2016;
Piontelli, 2015; Manamgoda et al., 2012.

2.3.2. Fusarium oxysporum var. lycopersici Sacc.
Fusarium oxysporum var. lycopersici es una especie del phylum Ascomycota y el
género Fusarium (Zhou et al., 2020).

La colonia presenta un crecimiento rapido, alcanza 50 mm de diametro en una
semana. Al principio es lisa y algodonosa, y posteriormente es de color blanco o
salmén palido, tinéndose de purpura en su zona central. El reverso es purpura o azul
oscuro. Las microconidias son ovoides o en forma de rifidén, con un tamano de 5-12 x
2,3-3,5 um con uno o dos tabiques. Nacen de monofialides laterales, cortas y anchas,
afiladas hacia la punta, con collaretes poco definidos, solitarias o ramificadas. Las
microconidias pueden formar masas, nunca cadenas. Las macroconidias tienen de uno
a cinco septos. Su tamano es de 23-54 x 3-4,5 ym. Tienen forma de media luna,
ligeramente curvadas, con pared fina y delicada. Su célula apical es afilada y la célula
basal con forma de pie, pero pueden tener ambos extremos afilados. En la mayoria de
los cultivos las clamidosporas son abundantes. Son grandes, hialinas, de pared lisa o
rugosa y pueden observarse aisladas o en parejas, intercalares o terminales (Monzon
y Tudela, 2000).
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Es un hongo que provoca marchitez en el jitomate (Solanum lycopersicum)
(Figura 4). Los sintomas iniciales de dicha enfermedad aparecen gradualmente en las
hojas inferiores, seguidos del marchitamiento de las plantas.

F. oxysporum var. lycopersici penetra en la planta de jitomate, en donde
coloniza y provoca una coloracion en el tejido vascular de color marrdn oscuro, la cual
se extiende hasta el apice, provocando marchitamiento, colapso y finalmente, la

muerte de la planta (Hernandez-Martinez et al., 2014; Srinivas et al., 2019).
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Figura 4. Morfologia e implicaciones de Fusarium oxysporum var. lycopersici en el cultivo
agricola. A) Marchitez del jitomate; B) F. oxysporum en medio de cultivo; C) Conidios de F.
oxysporum. Por Fertilidad de Suelos S. de R.L., 2022; Armenta-Lopez et al., 2021; Rodriguez-
Grimaldo et al., 2022.

2.3.3. Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sac.
Colletotrichum gloeosporioides es un hongo fitopatdégeno que pertenece al phyllum
Ascomycota y al género Colletotrichum (Kumar-Gautam, 2014).

Produce colonias circulares, lanudas o algodonosas que presentan un blanco
grisaceo. Se caracteriza por presentar conidias hialinas, unicelulares, ovoides a
oblongas, ligeramente curvadas o en forma de mancuerna, con un tamafio que varia
entre 7-8 micras y 3-4 micras de ancho. Sin embargo, hay una variacién en tamafo y
forma de los conidias de C. gloeosporioides dependiendo del huésped y el area de

origen. Los acérvulos céreos producidos en los tejidos infectados son subepidérmicos,
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tipicamente con setas, y conidiéforos simples, cortos y erectos (Pérez-Castro et al.,
2003; Kumar-Gautam, 2014).

Colletotrichum gloeosporioides provoca la enfermedad de la antracnosis (Figura
5), la cual se caracteriza por presentar hojas, peciolos, frutos y/o tallos con puntos
rojizos, estas las lesiones crecen en forma irregular y se unen entre si ocasionando
necrosis total de la hoja. C. gloeosporioides afecta cultivos como papaya (Carica
papaya), aguacate (Persea americana), café (Coffea spp.), mango (Mangifera spp.),
uva (Vitis vinifera), guanabana (Annona muricata), jitomate (Solanum lycopersicum),

fresa (Fragaria x ananassa) y citricos (Citrus spp.) (Trinidad-Angel, 2017).

[ ‘

Figura 5. Morfologia e implicaciones de Colletotrichum gloeosporioides en el cultivo agricola.
A) Antracnosis en papaya; B) C. gloesporioides en medio de cultivo; C) Esporas de C.
gloesporioides. Por Landero-Valenzuela et al., 2016.
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lll. ANTECEDENTES

No se encontraron estudios quimicos o biolégicos para Amanita hayalyuy; no obstante,
se detectaron algunas investigaciones con especies cercanas del género que proveen

una aproximacion para el entendimiento de su micoquimica.

3.1. Analisis antimicrobianos de Amanita rubescens Pers.

Martinez-Escobedo et al., (2021) evaluaron el contenido de compuestos fendlicos junto
a la actividad antimicrobiana y antioxidante de cuatro especies de hongos comestibles,
entre ellos Amanita rubescens. El hongo fue obtenido en los mercados de Xalapa,
Veracruz. A los cuerpos fructiferos se le realizaron extractos etandlicos y metandlicos
y su actividad bioldgica fue probada a partir del método de difusion en disco sobre
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae y Candida albicans. Sin embargo,
los extractos de A. rubescens no mostraron inhibicion sobre el crecimiento de los
microorganismos. El estudio expone que al tener A. rubescens un contenido alto de
fenoles totales, su escasa actividad antimicrobiana pudo deberse a la existencia de
compuestos ligados a los fenoles que los hacen mas hidrofébicos, lo cual complica su
dilucion en el método de cultivo y por tanto su valoracion queda subestimada con los
métodos de difusion como la difusién en disco.

Narvaez-Montano et al., (2023) evaluaron la actividad antifungica de extractos
hidroalcoholicos (etandlicos y metandlicos) de A. rubescens cuya capacidad
antifungica se evalud contra el fitopatégeno Rhizoctonia solani por medio de las
técnicas de difusion de pozos, difusion en discos y dilucién en placa. En el método de
difusion en disco, se observd que el extracto etandlico en la dilucion 3:7 de etanol-
agua provoco un crecimiento mas lento y menos abundante que el tratamiento control.
La tasa de inhibicion varié entre un 5 a 20% dependiendo del extracto y la dilucion. En
el método de difusion en disco no se observaron efectos inhibitorios; los autores
infieren que puede deberse al alto peso molecular de los compuestos presentes en el

extracto.
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3.2. Metabolitos secundarios del género Amanita

Las especies de Amanita poseen una variedad de actividades bioldgicas
antitumorales, pesticidas, citotoxicas, antioxidantes, anticancerigenas,
antibacterianas, acetilcolinesterasa, esteroliticas, antivirales, anti larvicidas,
antifungicas y antiinflamatorias (Bhrambri et al., 2022).

Dentro del género Amanita, se han reportado metabolitos secundarios de
extractos etandlicos y fraccionados que actuan como toxinas, como la amatoxina,
phalotoxina y virotoxina (Duefias-Rivera, 2008).

De igual manera, Chilton y Ott (1976) reportaron acido iboténico y muscimol en
extractos crudos de Amanita cothurnata, A. gemmata, A. muscaria y A. pantherina.
Ademas, se encontraron acido estizolébico y acido estizobinico. En A. muscaria, A.
pantherinay en A. gemmata se detectaron acido aminohexadienoico y clorocrotilglicina
en A. smithiana.

Vargas et al. (2011) caracterizaron quimicamente las especies A. bisporigera, A.
brunneolocularis, A. citrina, A. colombiana, A. flavoconia, A. fuligineodisca, A.
humboldtii, A. muscaria, A. porphyria, A. rubescens, A. sororcula y A. xylinivolva
mediante un analisis de su composicion utilizando HPLC. Los resultados mostraron la
presencia de a -amanitina en concentraciones de 50 a 6000 ppm. De igual manera,

pudo encontrarse phalloidina y phalloidicina en A. bisporigera.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Evaluar el perfil quimico y la actividad antifungica de extractos hexanicos y metandlicos

de Amanita hayalyuy.

4.2. Objetivos especificos
e Determinar las diferencias quimicas entre los extractos polares y no polares en
la especie.
e Determinar la actividad antifungica de los extractos de A. hayalyuy sobre
hongos fitopatdgenos (Fusarium oxyosporum var. lycopersici, Curvularia lunata
y Colletotrichum gloeosporioides).
e Evaluar la toxicidad de los extractos de A. hayalyuy a partir de ensayos en

Artemia salina.
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V. ZONA DE RECOLECTA

La obtencidon de ejemplares tuvo lugar en la region fisiografica de Los Altos de Chiapas.
Los esporomas de Amanita hayalyuy fueron adquiridos en el Mercado Municipal José
Castillo Tielemans, en San Cristobal de las Casas. Al preguntar la procedencia de los
ejemplares, los vendedores sefialaron el origen de las recolectas en el municipio de

Teopisca, Chiapas.
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Figura 6. Region de Los Altos de Chiapas. Por Garcia-Chong, 2010.

La region de Los Altos de Chiapas esta conformada por 17 municipios y posee
una extension territorial de 3,717.08 Km?2. Es un sistema montafioso con altitudes de
1,200 con elevaciones hasta 2,880 msnm. La temperatura promedio anual es de
14.8°C, con una precipitacién promedio anual de 1,227 mm. Los ecosistemas
predominantes son bosque de Quercus, bosque mixto de Pinus-Quercus, bosque
mixto de Pinus-Quercus-Liquidambar, bosque de Pinus y bosque mesdfilo de montana
(Duarte-Martins, 2010; Secretaria de Hacienda, s.d.)

Las actividades econdmicas con mayor incidencia dentro de Los Altos de
Chiapas son la agricultura y el pastoreo de ovinos; esto, en conjunto con el
establecimiento de nuevos centros de poblacion han cambiado la estructura forestal
de la regién con el paso de los afios. Los grupos étnicos mas importantes dentro de la
region son los tsotsiles y los tseltales, los cuales son de origen maya desde tiempos

precoloniales. La ciudad de San Cristobal es la cabecera del municipio del sitio y es el
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centro geopolitico del mismo; en él se llevan a cabo la mayoria de las actividades
econdémicas de las comunidades indigenas circundantes (Nigh, 2001; Duarte-Martins,
2010).

Los ejemplares recolectados fueron trasladados y procesados para la
extraccion de metabolitos secundarios al Laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal
del Instituto de Ciencias Biologicas de la UNICACH, ubicada en el Libramiento Norte
Poniente 1150, Colonia Lajas Maciel, con las coordenadas 16°46'33"N 93°07'21"0.
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VI. METODO

El estudio implicé la exploracion micoquimica de A. hayalyuy. Para ello, los metabolitos
secundarios se obtuvieron mediante extracciones de baja y alta polaridad. Estos
extractos permitieron conocer el conjunto de metabolitos y su potencial antifungico. Lo
primero se determind con técnicas de cromatografia de capa fina y pruebas
colorimétricas. En tanto que, el espectro y la potencia antifungica de los extractos con
metabolitos secundarios se evaluaron en cultivos sélidos sobre tres fitopatdogenos de

relevancia agricola (Figura 7).

6.1. Obtencién del material fiungico

Se reunieron muestras de cuerpos fructiferos de Amanita hayalyuy hasta alcanzar 500
gramos de masa fresca. Los ejemplares de la especie fueron adquiridos en los
mercados locales de San Cristébal de las Casas, Chiapas, México. La identificacion
de la especie fue realizada por el Bidlogo Alejandro Estrada Avendafio y la M. en C
Erika Cecilia Pérez Ovando integrantes de la Colecciéon de Hongos del Instituto de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas.

6.2. Obtencién de extractos de metabolitos fungicos

Secado y preparacion. Los ejemplares fueron deshidratados a 65°C por 72 h
(Gonzalez-Morales et al., 2021) y se obtuvo 70 g de material deshidratado. Este se
trituré en licuadora hasta obtener un polvo fino, el cual se empled para la obtencion de
extractos.

Extracto hexanico. La primera etapa de extraccion consistio en macerar 70 g de
material fungico molido seco con 700 mL de hexano (proporcion 1:10) a temperatura
ambiente y a oscuras, durante 96 h y con agitacion ocasional. Posteriormente, el
extracto se filtré para separar el material fungico del disolvente, el sobrenadante dié
origen al extracto hexanico. La extraccion se realizo tres veces para intentar obtener
la mayor cantidad de metabolitos. El material fungico se recuperd para la proxima fase

de extraccion.
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Extracto metandlico. El material fungico extraido con hexano se secd en una
campana de extraccion para eliminar cualquier residuo del disolvente, después se le
afadié 700 mL de metanol para realizar la maceracién con las mismas condiciones
anteriores. El extracto se filtr6 y dio como resultado los extractos metandlicos de la
especie.

Los extractos se concentraron a presion reducida en un rotaevaporador a 65°C
y se transfirieron a frascos previamente pesados, los cuales se colocaron en una
campana de extraccion para que el resto del disolvente se volatilizara. Se obtuvo la
cantidad de extracto por diferencia de peso. Los extractos se guardaron a 4°C y a

oscuridad hasta su utilizacion.

6.3. Identificacién de grupos funcionales

La identificacion de metabolitos secundarios hasta tipo de moléculas se realizé con
pruebas colorimétricas que identifican grupos funcionales en las estructuras quimica.
Cada una de las pruebas quimicas se realizara con cinco mg de los extractos (Duefnas-
Rivera, 2008).

6.3.1. Deteccién de cumarinas

El extracto (5 mg) se diluyé con un mL de etanol al 96% en un tubo de ensayo. El tubo
se cubriod con papel filtro impregnado previamente con una disolucién de NaOH al 10%,
para posteriormente llevarlo a bafio maria a temperatura de ebullicién y para que el
vapor haga contacto con el papel filtro. Finalmente se removié el papel filtro y se
observo si emite fluorescencia azul bajo luz UV de longitud de onda larga (Duefas-
Rivera, 2008).

6.3.2. Deteccion de quinonas

A cinco mg extracto se le adicion6é una dilucion de metanol y hexano (1/10), y se
alcaliniz6 la muestra adicionando 200 uL de una disoluciéon de NaOH al 5%. Una gama
de coloraciones que oscilan entre el amarillo, el rojo y el violeta indican las quinonas

a-y [B- hidroxiladas (Duefias-Rivera, 2008).
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6.3.3. Deteccion de saponinas

Se utilizé la prueba de Rosenthaler, en la que al extracto (5 mg) se diluy6 con 1 mL de
etanol al 96% y se adicionaron 0.5mL del reactivo de Rosenthaler y 0.5mL de acido
sulfurico concentrado. La prueba fue positiva si hubo una coloracién violeta (Duenas-
Rivera, 2008; Guerrero-Macedonio, 2023).

6.3.4. Deteccion de flavonoides

Se agregd 1 cm de cinta de magnesio y 1 mL de la dilucién de extracto crudo (5 mg.mL-
) en etanol (1:5), para después adicionar 0.5 mL de &cido clorhidrico concentrado.
Esta prueba fue considerada positiva para flavonoides ante la presencia de una
coloracion anaranjada o amarilla en la mezcla de la reaccion (Duefas-Rivera, 2008;
Colina-Ramos, 2016).

6.3.5. Deteccidén de glucésidos

El extracto crudo (5 mg) se diluydé con 1 mL de etanol al 96%. Se adicioné 1 mL de
H2SO4 a 2M y se calentd hasta 100 °C. Se afadié 2 mL de reactivo de antrona frio, y
se agitd y colocd en bafio termostatado durante 10 minutos. Se enfrié a temperatura
ambiente. La prueba es positiva si se forma un anillo color violeta en la interfase
(Duenas-Rivera, 2008; Diaz-Trujillo, 2022).

6.3.6. Deteccion de terpenoides
Al extracto crudo se le agregd 1mL de cloroformo y 1mL del reactivo Liebermann-
Buchard. Las coloraciones azules o azul verde indican la presencia de esteroides y las

coloraciones rojo, rosa o violeta indican presencia de terpenos (Diaz-Trujillo, 2022).

6.3.7. Deteccion de alcaloides

El extracto crudo se diluyé con 1 mL de etanol al 96% y se le agregd 1 mL de reactivo
de Dragendorff. La prueba de Dragendorff se considera positiva si presenta un
precipitado color marréon o anaranjado marron (Duefias-Rivera, 2008; Diaz-Truijillo,
2022).

6.4. Analisis de composicion quimica
La deteccion del numero y abundancia de compuestos de los extractos se explord

mediante cromatografia de capa delgada. Para ello se aplicaron alicuotas de 10 yL de
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los extractos a 10 mg. mL-' a placas de cromatografia de capa fina de silica-gel 60
F254 que corresponden a cada extracto obtenido. Para la fase maovil se probaron
distintas mezclas disolventes hasta obtener la mejor resolucion de bandas para cada
uno de los extractos probados. El extracto hexanico y sus fracciones (aceite y
precipitado) emplearon como fase maovil una solucion de hexano y acetato de etilo en
proporcion 9:1. La fase movil del extracto metandlico se conformd por metanol, acetato
de etilo y cloroformo en proporcion 2:1:1; para las fracciones metandlica, cloroférmica
y hexanica se emplearon fases moviles de metanol-acetato de etilo (9:1), cloroformo-
metanol (9:1) y hexano-acetato de etilo (3:4), respectivamente. La deteccion de
compuestos se realizé por fluorescencia bajo luz ultravioleta (365 nm) y por tinciéon con
reactivos para deteccion de tipos estructurales. Se utilizaron dos reveladores genéricos
(sulfato cérico y acido fosfomolibdico) y especificos, el reactivo de Dragendorff para
alcaloides (siempre y cuando aparezcan manchas de color rojiza, naranja o marron) y
el reactivo de vanillina en acido sulfurico para estimar terpenos, siempre y cuado se
observen manchas color moradas y rosas, sino se considera como un relevador
general (Jork et al., 1990).

El perfil de composicion quimica se report6 en numero de compuestos
(identificados por el factor de retencién) y abundancia cromatografica en cm?. Para
ello, las cromatografias se digitalizaron y se analizaron con el programa de
procesamiento digital de imagen Imaged, de dominio publico programado en Java y
desarrollado en la agencia National Institutes of Health (NIH por sus siglas en inglés)
de los Estados Unidos de Norteamérica (Sowers et al., 2022). Con el fin de conocer la
quimiodiversidad obtenida en la cromatografia de capa fina, se estimaron los indices

de Margalef, Shannon y Dominancia D.

6.5. Ensayos de la actividad antifungica.

La capacidad antifungica de los extractos hexanicos y metandlicos se evalué sobre los
fitopatbgenos Fusarium oxyosporum var. lycopersici, Curvularia lunata y
Colletotrichum gloeosporioides. El bioensayo antifungico empleado fue descrito por
Ventura-Lima (2023).
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Método del agar envenenado. Para la realizacién de las pruebas antifungicas se
utilizaron cuatro concentraciones de cada extracto que corresponden a 1, 10, 100 y
1000 ug.mL"'. Los extractos se agregaron a un medio de cultivo solido (Agar de papa
y dextrosa, ADP) esterilizado con anterioridad. Posteriormente, se incorporé al medio
de cultivo, en la parte central de la caja Petri, un explante de 0.5 cm de diametro del
micelio de los hongos fitopatégenos cultivados con antelacion. Para cada extracto se
realizaron cinco réplicas.

El crecimiento micelial se monitore6 cada 48 horas, dando como terminada la
prueba cuando el control (medio sin extracto inoculado con el hongo) cubrid la totalidad
de la superficie del medio de cultivo. Este control incluyd los disolventes DMSO o MeoH
al 4% tal como fueron disueltos los extractos, ademas se incluyé un control de
crecimiento (medio inoculado con el hongo, sin extracto y si disolvente), para
monitorear algun posible impacto del disolvente en el crecimiento del hongo.

Se realiz6 la prueba con cada una de las fracciones de los extractos crudos. Para
ello solo se considerdé la concentracion intermedia de 100 pg.mL1 con el fin de
optimizar el uso del extracto y dado que todos los extractos mostraron actividad en esa

dosis.

6.6. Prueba de toxicidad en Artemia salina
Preparacion de la muestra. El ensayo se realiz6 disolviendo 50 mg del extracto en 5
mL de metanol, lo cual constituyd la solucidén A. La soluciéon B se preparé diluyendo
0.5 mL de la solucién A en 10 mL de metanol. A partir de esta ultima se prepararon
cuatro concentraciones de los extractos que corresponden a 1000, 100, 10,y 1 pg.mL"
1. Se realizaron cinco réplicas por dilucién (Fernandez-Calienes et al., 2009).
Preparacion de los nauplios de Artemia salina. Los huevos del crustaceo se
colocaron en un recipiente rectangular con agua de sal de mar comercial al 30% con
agua destilada. Se colocé un divisor de plastico para forma rdos compartimentos
desiguales, la division tenia varios orificios a 2 mm de la base. Los huevos se
esparcieron en el compartimiento mas grande en condiciones de oscuridad, mientras

que el mas pequefio se encontraba iluminado. Después de 48 h, las larvas con
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fototropismo positvo se extrajeron con una pipeta desde el lado iluminado (Fernandez-
Calienes et al., 2009).

Ensayo de toxicidad. Diez individuos se trasladaron a cada una de las muestras
de extractos a 1000, 100, 10, y 1 pyg.mL"",utilizando una pipeta pasteur, y se agregd
disolucion de sal de mar hasta obtener 5 mL de la muestra. Una gota de suspension
de levadura seca a 0.6 mg mL-'en agua de mar artificial fue agregada como alimento.
Los tratemientos se mantuvieron en condiciones iluminadas. Los sobrevivientes fueron
contados con la ayuda de una lupa después de 24 horas y el porcentaje de muertes
de cada dosis fue determinado (Fernandez-Calienes et al., 2009). Se utilizé un control
negativo agregando unicamente solucién salina y un control positivo de permanganato
de potasio a 1000, 100, 10, y 1 ug.mL"".

Determinacion de la concentracion letal media (LCso0). La LCso fue calculada a
partir del conteo de 24 h y fue determinada por el método de Probit, un modelo de
regresion donde la variable dependiente toman solo dos valores: artemias muertas o
artemias vivas (Bliss, 1935; Castro de la Matal y Martinez-Vargas, 1998). Para
confirmar CLso de los extractos se realizaron tres evaluaciones por triplicado.

El criterio de toxicidad se considerd segun valores de toxicidad aguda y actividad
mutagénica sugerida por Clarkson et al. (2004) y Déciga-Campos et al. (2007).
Clarkson et al (2004) clasifican los extractos no toxicos con CLso superior a 1000 ug
mL" los extractos con CLso de 500 a 1000 yg mL™" son poco téxicos, con CLso de 100
a 500 ug mL-" son de toxicidad media, y los extractos con CLsode 0 a 100 ug mL" son
altamente toxicos. A su vez los criterios de toxicidad de Déciga-Campos et al. (2007)
considera que los extractos son no toxicos con CLso> 1000 pg/mL, toxicidad débil con
CLso = 500 <1000 pg/mL y téxicos con CLso < 500 pg/mL.

6.7. Andlisis estadisticos

Para analizar capacidad antifungica, los datos se presentaron como media * error
estandar. Para las evaluaciones antifungicas, se empleo la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Mann Whitney. La significacién estadistica se
establecera en p <0.05. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa
de uso libre PAST (Hammer et al., 2001).
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VII. RESULTADOS

7.1. Rendimiento de extractos crudos y fracciones de Amanita hayalyuy

El extracto metandlico de los esporomas de A. hayalyuy proporciond un rendimiento
mayor (~21%) que el extracto hexanico (~8%), esto significa que el conjunto de
metabolitos polares es casi tres veces mas abundante que el de los metabolitos no
polares (Cuadro 1). Ambos extractos presentaron precipitados heterogéneos, en el
extracto hexanico se observo un aceite de color amarillo que se separd a temperatura
ambiente y se limpid por centrifugacion. A su vez el extracto metandlico presenté un
precipitado de caracter gelatinoso de color naranja, poco soluble en metanol, aunque

no fue posible su separacién por filtracion o precipitacion.

Cuadro 1. Rendimiento de los extractos de los esporomas de Amanita hayalyuy.

Masa del material

Tipo de extracto fiingico seco Masa del extracto Rendimiento (%)
Hexanico 709 549 8.0 %
Metandlico 70 g 1489 21.0 %

Una muestra del extracto hexanico inicial (4.3 g) fue separada por centrifugacién
para dar origen a una fraccién de aceite (2.7 g) y un precipitado (1.6 g). En tanto que,
una muestra del extracto metandlico nativo (13 g) se fraccioné mediante una extraccion
liquida-sdlida con un gradiente de polaridad creciente empleando hexano (fraccion
Hex-MeOH), cloroformo (fraccion CHCI3-MeOH) y metanol (fraccion MeOH-MeOH)
secuencialmente.

Las tres fracciones derivadas del extracto metandlico crudo mostraron un
rendimiento mayor (~4%, 6% y 8% respectivamente) que las dos fracciones del
extracto hexanico (aceite: 3.9% y precipitado 2.3%).

Al contrastar los rendimientos, la fraccién metandlica (fraccion MeOH-MeOH) y
cloroférmica (fraccidon CHCIs-MeOH) resultaron las de rendimiento mayor; en tanto que
la fraccion hexanica del extracto metandlico (fraccion Hex-MeOH) y el aceite del
extracto hexanico mostraron rendimientos similares; el precipitado del extracto

hexanico fue el de menor proporcién (Cuadro 2 y Cuadro 3).
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El rendimiento de las fracciones con respecto a los extractos crudos muestra
que en el extracto hexanico, el aceite (~63%) es casi dos veces mas abundante que
el precipitado (~37%). En las fracciones del extracto metandlico, la fraccion MeOH-
MeOH (45.38%) es 1.4 veces mas al alta que la fraccion CHCI3-MeOH (32.31%) y dos
veces mas que la fraccion Hex-MeOH (22.31%) (Cuadro 4 y Cuadro 5).

Cuadro 2. Rendimiento de las fracciones del extracto hexanico de los esporomas de Amanita
hayalyuy.

I:]racgu_)nes Mas’a d_el ML Masa de la fraccion Rendimiento (%)
exanicas fangico seco

Aceite 55.7 ¢ 2749 4.9%
Precipitado 55.7¢ 1649 2.9%

Cuadro 3. Rendimiento de las fracciones del extracto metandlico de los esporomas de Amanita
hayalyuy.

Fracciones metanolicas Mas'a d.el EUEEL 2] de 2 Rendimiento (%)
fungico seco fraccion
Fraccion Hex:MeOH 6159 29g 4.7%
Fraccion CHCI3-MeOH 6159 42¢g 6.8%
Fraccion MeOH-MeOH 61.5¢ 59¢ 9.6%

Cuadro 4. Rendimiento de las fracciones hexanicas con respecto al extracto crudo de Amanita
hayalyuy.

Fracciones Masa del extracto

hexanicas crudo Masa de la fraccién Rendimiento (%)
Aceite 4349 279 62.8%
Precipitado 43¢ 1649 37.2%

Cuadro 5. Rendimiento de las fracciones metandlicos con respecto al extracto crudo de
Amanita hayalyuy.

Fracciones metanolicas BRI GOl O TEE D LR de & Rendimiento (%)
crudo fraccion
Fraccion Hex:MeOH 13 ¢ 29g¢ 22.3%
Fraccion CHCIl3-MeOH 139 429 32.3%
Fraccion MeOH-MeOH 13 ¢ 59g¢ 45.4%
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7.2. Tipos de metabolitos secundarios en los extractos
Se identificaron seis tipos de metabolitos secundarios mediante sus grupos funcionales
con reacciones quimiocolorimétricas (Cuadro 6). El extracto hexanico dio positivo a
cuatro pruebas, sefialando la presencia de cumarinas, quinonas, flavonoides y
alcaloides; mientras que el extracto metandlico fue positivo a cinco reacciones,
indicando la presencia de cumarinas, flavonoides, glucdésidos, terpenoides y
alcaloides. Esto sugiere en principio, que la extraccion por polaridad, permite separar
la quimiodiversidad contenida en los esporomas de Amanita hayalyuy y que el extracto
metandlico contiene una mayor diversidad de tipos de metabolitos.

Fueron comunes entre extractos, los flavonoides y alcaloides; en tanto que, las
quinonas y flavonoides distinguen al extracto hexanico; y los terpenoides y los

glucdsidos son exclusivos del extracto metandlico.

Cuadro 6. Intensidad de reaccién de las pruebas bioquimicas para la deteccion de
metabolitos secundarios en los extractos de Amanita hayalyuy.

Metabolito Extracto Extracto

Método quimico
secundario hexanico metandlico
Cumarinas Escaso Moderado Prueba de fluorescencia
Quinonas _ Ausente Prueba de Borntrager modificada
Saponinas Ausente Ausente Prueba de Rosenthaler

Flavonoides Moderado Muy abundante Prueba de Shinoda

Glucésidos Ausente Muy abundante Prueba de antrona
Terpenoides  Ausente _ Prueba de Liebermann-Burchard
Alcaloides Escaso Escaso Prueba de Draggendorf

La abundancia de los tipos de MS, fue asociada a la intensidad de reaccién detectada en los extractos. La escala
de intesidad considerada fue: reaccion intensa (muy abundante), reaccion media (abundante), reaccién ligera
(moderado), reaccién escasa (escasa), reaccion nula (ausente).

7.3. Composicion cromatografica de extractos y fracciones de A. hayalyuy,

El numero de compuestos en los extractos se estim6 mediante cromatografias en capa
fina con cuatro reveladores quimicos; las fracciones se revelaron ademas con luz UV-
A de 365 nm para detectar compuestos fluorescentes (con dobles enlaces

conjugados). Cada mancha cromatogréfica fue considerada un compuesto unico.
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7.3.1. Perfil de composicion cromatografica del extracto hexanico de A. hayalyuy
y sus fracciones

El mayor numero de compuestos en el extracto hexanico fue visible con el revelador
acido fosfomolibdico, con el que se visualizaron 13 compuestos; los reactivos de
sulfato cérico y vainilina permitieron observar siete compuestos. El reactivo de

Draggendorf permitié detectar un solo compuesto positivo para alcaloides (Figura 7).
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Figura 7. Perfiles de composicién cromatografica del extracto hexanico de los esporomas de
Amanita hayalyuy. Las cromatografias en capa fina se visualizaron con los reveladores
quimicos de: A) Vainilina, B) Sulfato cérico, C) Acido fosfomolibdico, D) Dragendorff. Se
senalan los factores de retencion cromatografica calculados y las abundancias
cromatograficas estimadas en imageJ®.

Fracciones hexanicas. En el aceite, el mayor numero de compuestos fue visualizado
con el revelador vainillina (ocho compuestos), seguido del Draggendorf con siete
compuestos, solo dos de ellos fueron considerados de reaccion positiva a alcaloides.
Los reactivos sulfato cérico y acido fosfomolibdico revelaron seis compuestos; cinco
compuestos fueron fluorescentes bajo la luz UV-A (Figura 8).

En el precipitado hexanico se detectaron ocho compuestos con el acido
fosfomolibdico, siete compuestos con vainillina y cinco compuestos con sulfato sérico
y dos compuestos positivos a la reaccién de alcaloides de Draggendorf. Tres
compuestos emitieron fluorescencia con luz UV-A (Figura 9).

32



D)

E)

Rf |Area Area Rf Kray
0.95| 1.56 1.30 0.95 1.01
0.90| 0.36 0.55 0.90 | 0.42
0.85| 0.11 0.37 0.85 0.40
0.72| 0.41 %’Z;% 8'%3
0.27 : :
g 0.28
0.17 863
0.50| 0.29
0.45| 0.17 0.63 0.45 | 0.31
0.26 +— 039 | 0.22
.
a55] was 0.33 — 0.32 | 0.40
0.21| 0.15 0.42
0.14| 0.18
0.06| 0.22 0.79
0.011 0.80 0.88 0.01 | 1.91
Rf Area Rf A'rea
0.95 | 0.51 0.95 | 0.77
0.90 |0.21 0.90 | 0.36
0.85 |0.37
0.45 | 0.48
0.21 | 0.18
0.06 | 0.50
0.01 |0.57 001 | 083

Figura 8. Perfiles cromatograficos del aceite del extracto hexanico de los esporomas de

Amanita hayalyuy. Cromatografias con A) Sulfato sérico, B) Acido fosfomolibdico, C) Vainilina,

D) Dragendorff, E) Luz ultravioleta. Se sefialan los factores de retencién cromatografica

calculados y las abundancias cromatograficas estimadas en imageJ®.
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Figura 9. Perfiles cromatograficos del precipitado del extracto hexanico de los esporomas de
Amanita hayalyuy. Cromatografias con A) Sulfato sérico, B) Acido fosfomolibdico, C) Vainilina,
D) Dragendorff, E) Luz ultravioleta. Se sefialan los factores de retencion cromatografica
calculados y las abundancias cromatograficas estimadas en imageJ®.

7.3.2. Perfil de composicion cromatografica del extracto metanolico de A.
hayalyuy y sus fracciones

En el extracto metandlico, el mayor numero de compuestos fue detectado por el acido
fosfomolibdico y vainillina (seis compuestos por cada reactivo), seguido del perfil con

34



sulfato cérico (cinco compuestos). El reactivo de Dragendorff logré identificar dos

compuestos alcaloidales (Figura 10).
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Figura 10. Perfiles de composicion cromatografica del extracto metandlico de los esporomas
de Amanita hayalyuy. Las cromatografias en capa fina se visualizaron con los reveladores
quimicos de: A) Vainilina, B) Sulfato cérico, C) Acido fosfomolibdico, D) Dragendorff. Se
sefialan los factores de retenciébn cromatografica calculados y las abundancias
cromatograficas estimadas en imageJ®.

Fracciones metandlicas. En las fracciones metanolicas se detectaron un mayor
numero de compuestos que en las derivadas del extracto hexanico. En la fraccion
metandlica (FMeOH-MeOH), el acidofosfomolibdico reveld 12 compuestos, el sulfato
cérico y la vainillina seis compuestos, y de los cinco compuestos visibles con el reactivo
de Draggendorf ninguno de ellos fue considerado con respuesta positiva. Solo un
compuesto mostré fluorescencia bajo luz UV-A (Figura 11). En la fraccién cloroformica
(FCHCI3-MeOH) los reactivos vainillina, sulfato cérico y acido fosfomolibdico
visualizaron el mismo numero de compuestos (nueve). Bajo la luz UV-A se detectaron
cinco compuestos fluorescentes y cuatro dieron postivos para alcaloides con el
revelador de Draggendorff (Figura 12). En la fraccion hexanica (FHex-MeOH) se

observaron 11 compuestos con el sulfato cérico y acido fosfomolibdico, 10 con la
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vainillina y solo dos dieron positivos para alcaloides. Se observaron cinco compuestos

fluorescentes bajo la luz UV-A (Figura 13).
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Figura 11. Perfiles cromatograficos de la fraccion metandlica del extracto metandlico
(FMeOH:MeOH) de los esporomas de Amanita hayalyuy. Las cromatografias se visualizaron
con A) Vainillina, B) Sulfato cérico, C) Acido fosfomolibdico, D) Dragendorff. E) Luz ultravioleta.
Se sefialan los factores de retencion cromatografica calculados y las abundancias

cromatograficas estiamdas en imageJ®.
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Figura 12. Perfiles cromatograficos de la fracciéon cloroférmica del extracto metandlico
(FCHCI3:MeOH) de los esporomas de Amanita hayalyuy. Las cromatografias se visualizaron
con: A) Vainilina, B) Sulfato cérico, C) Acido fosfomolibdico, D) Dragendorff. E) Luz ultravioleta.
Se sefialan los factores de retencién cromatograficas y las abundancias cromatograficas
estimadas en imageJ®.
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Figura 13. Perfiles cromatograficos de la fraccidon hexanica del extracto metandlico
(FHex:MeOH) de los esporomas de Amanita hayalyuy. Las cromatografias se visualizaron con:
A) Vainilina, B) Sulfato cérico, C) Acido fosfomolibdico, D) Dragendorff. E) Luz ultravioleta. Se
sefalan los factores de retencidon cromatograficos y las abundancias cromatograficas
estimadas en imageJ®.

7.4. indices de quimiodiversidad de los extractos y fracciones de A. hayalyuy
El analisis de quimiodiversidad traduce los indices de diversidad ecoldgica en

diversidad de compuestos quimicos. Se calcularon los indices de quimiodiversidad
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para cada revelador quimico y fueron considerados de forma similar a las ciencias

ecoldgicas, como un método de medicién de biodiversidad.

7.4.1. Quimiodiversidad del extracto hexanico y fracciones de A. hayalyuy.
Diversidad quimica en el extracto hexanico. El indice de dominancia pondera la
abundancia de los compuestos en la composicion de los extractos, por lo que un
numero alto denota que algun compuesto es muy abundante con respecto a los demas
y se interpret6 como un extracto con baja quimiodiversidad. El extracto hexanico
(Cuadro 7) mostré indices bajos con el reactivo de vainilina, sulfato cérico y acido
fosfomolibdico (0.2305, 0.2823 y 0.3983, respectivamente) y un valor alto con el
revelador de Dragendorff (1.0), lo que indica una mayor quimiodiversidad con
reveladores generales que con reveladores de metabolitos particulares.

El indice de Shannon estima la quimiodiversidad considerando la riqueza de
compuestos y la uniformidad de las areas cromatograficas en el perfil. De tal manera
que al solo haber un compuesto positivo al reactivo de Draguendorff, el indice fue 0,
es decir nula quimiodiversidad de alcaloides. En contraste la mayor diversidad se
refleja con el reactivo de vanilina (1.837) y algo menor con sulfato cérico y acido
fosfomolibdico (1.571 y 1.356, respectivamente).

El indice de Margalef estima la quimiodiversidad especifica al relativizar el
numero de compuestos en relacidén a la suma de todas las areas cromatogréficas. El
valor minimo que adoptar es cero y ocurre cuando solo hay un compuesto en la
muestra, por ello, el perfil del extracto con el reactivo para alcaloides da ese valor. En
tanto que el reactivo de vainilina visualizé la mayor quimiodiversidad (1.267), seguido
de sulfato cérico (0.6063) y acido fosfomolibdico (0.582).

Quimiodiversidad de fracciones del extracto hexanico. El perfil del aceite con el
reactivo de Dragendorff mostré la mayor quimiodiversidad con los tres indices (Cuadro
8); la vainillina también di6 un indice de Shannon alto (0.8313). En tanto que, el
precipitado hexanico (Cuadro 9) mostré mayor quimiodiversidad con el indice de
dominancia con los reactivos de Dragendorff (0.2373) y vanillina (0.2429) y menor
quimiodiversidad con sulfato cérico (0.3815); la diversidad con el indice de Shannon
fue alta con vanilina (1.651), acido fosfomolibdico (1.550) y Dragendorff (1.521). El
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indice de Margalef reflejo la mayor diversidad quimica con el acido fosfomolibdico
(0.8369) y vainilina (0.7563); diversidad media con el reactivo de Draggendorf (0.5662)
y sulfato cérico (0.4835) y menor con luz UV-A (0.2766).

Cuadro 7. indices de quimiodiversidad del extracto hexanico de Amanita hayalyuy.

indices de Vainilina Sulfato cérico Acido Draggendorf
diversidad fosfomolibdico
Dominancia D 0.2823 0.3983 1
Shannon 1.571 1.356 0
Margalef 0.6063 0.582 0

Cuadro 8. indices de quimiodiversidad del aceite del extracto hexanico de Amanita hayalyuy.

indices de - - Acido
diversidad Vainilina Draggendorf  Sulfato cérico fosfomolibdico UV-A

Dominancia D 0.3612 0.163 0.3646 0.4919 0.2186
Shannon 1.470 1.875 1.289 1.116 1.560

Margalef 0.8313 0.7791 0.6121 0.5766 0.5825

Cuadro 9. indices de quimiodiversidad del precipitado del extracto hexanico de Amanita
hayalyuy.

indices de Acido - (.
diversidad fosfomolibdico Vainilina  Sulfato cérico Draggendorf UV-A

Dominancia D 0.3189 0.2429 0.3815 0.2373 0.3771

Shannon 1.550 1.651 1.196 1.521 1.031

Margalef 0.8369 0.7563 0.4835 0.5662 0.2766

7.4.2. Quimiodiversidad del extracto metandlico y fracciones de A. hayalyuy.

En el extracto metandlico, el indice de dominancia mas bajo fue con el reactivo de
Dragendorff y el mas alto con el sulfato cérico (0.5003) (Cuadro 10). El indice de
Shannon mostré una quimiodiversidad mas alta con el acido fosfomolibdico (1.615),
valores medios con vanillina y Dragendorff (1.336 y 1.021 respectivamente) y menor
diversidad con sulfato cérico (1.008). El indice de Margalef visualizo la mayor
diversidad con el acido fosfomolibdico (1.765), seguido de vanillina y sulfato cérico

(1.272 y 1.084) y menor riqueza con Draggendorff (0).
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En las fracciones, la fraccion FMeOH:MeOH mostré la mayor diversidad con los
tres indices con el acido fosfomolibdico (Cuadro 11), diversidad media con
Dragendorff, vanillina y sulfato sérico; y menor diversidad con luz UV-A (Cuadro 11).

La fraccion FCHCI3:MeOH (Cuadro 12) obtuvo los indices mas bajos de
dominancia con el acido fosfomolibdico (0.2445), la vanillina (0.2619) y la luz UV-A
(0.2997). La mayor diversidad con el indice de Shannon fue con la vanillina (1.722) y
acido fosfomolibdico (1.715). La mayor riqueza con el indice de Margalef fue con el
sulfato cérico (0.9271), acido fosfomolibdico (0.9184) y vanillina (0.9165).

En la fraccion Hex:MeOH (Cuadro 13), el indice de dominancia con mayor
quimiodiversidad fue visto con el acido fosfomolibdico (0.1227) y dominancias medias
con los otros reactivos (0.1737-0.2354). El indice de Shannon mostré mayor diversidad
con el acido fosfomolibdico (2.237), sulfato cérico (2.031) y vanillina (2.030). La mayor
rigueza con el indice de Margalef fue expresada con sulfato cérico (1.190), acido
fosfomolibdico (1.150) y vanillina (1.040).

Cuadro 10. indices de quimiodiversidad del extracto metandlico de Amanita hayalyuy.

indices de Vanillina Sulfato Acido Dragendorff
quimiodiversidad cérico fosfomolibdico

Dominancia 0.3504 0.5003 0.2353 _
Shannon 1.336 1.008 1.615 1.021
Margalef 1.272 1.084 m

Cuadro 11. indices de quimiodiversidad de la fraccién MeOH del extracto metandlico de
Amanita hayalyuy.

indices de Acido
diversidad fosfomolibdico

Dominancia 0.105 0.2294 0.2290 0.2277 0.7944
Shannon 2.357 1.633 1.610 1.541 0.3597

Margalef 1.319 0.6391 0.6215 0.5495 0.1303

Vanillina Sulfato cérico  Draggendorf UV-A
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Cuadro 12. indices de quimiodiversidad de la fraccion CHCI3 del extracto metandlico de

Amanita hayalyuy.
indices de - Sulfato Acido
diversidad Vanillina cérico fosfomolibdico UV-A  Draggendorf

Dominancia 0.2619 0.3196 0.2455 0.2997 0.4309
Shannon 1.722 1.558 1.715 1.390 1.075
Margalef 0.9165 0.9184 0.4629 0.3846

Cuadro 13. indices de quimiodiversidad de la fraccion Hex del extracto metandlico de

Amanita hayalyuy.
indices de Sulfato Acido A
diversidad cérico fosfomolibdico Vainilina Draggendorf UV-A

Dominancia 0.1824 0.1227 0.1737 0.2354 0.2128
Shannon 2.031 2.237 2.030 1.517 1.578

Margalef 1.190 1.150 1.040 0.5321 0.5053

7.5. Actividad antifungica de extractos de Amanita hayalyuy

Los extractos hexanicos y metandlicos crudos de A. hayalyuy inhibieron el crecimiento
de las tres especies de hongos fitopatégenos. Ambos tipos de extractos demostraron
una mayor capacidad antifungica sobre C. gloeosporioides que sobre C. lunata y F.
oxysporum. Varios de los extractos presentaron diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas (p< 0.05), a excepcidén del extracto hexanico sobre C.
lunata y C. gloeosporioides.

Una situacion particular, se observd con la concentracion menor del extracto
hexanico, ya que estimulé un mayor crecimiento de F. oxysporum que el control, lo
cual indicaria un efecto de induccion del crecimiento.

Las fracciones hexanicas y las fracciones metandlicas también mostraron
capacidad antifungica sobre el crecimiento de las tres especies de hongos. La potencia
inhibitoria fue menor o igual al 50% con respecto al control. Todas las fracciones
mostraron el mayor potencial antifungico contra C. lunata, mientras que para F.

oxysporum el mayor porcentaje de inhibicion se registrd por debajo del 20%.
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7.5.1 Actividad del extracto hexanico y sus fracciones.

Actividad inhibitoria sobre F. oxysporum. La potencia inhibitoria mas alta del extracto
hexanico se detectd en las concentraciones mas altas (10 a 1000 yg.mL™") con tasas
inhibitorias de 13 a 19%, sin diferencias significativas entre las concentraciones
(Cuadro 14, figura 14). Ambas fracciones (aceite y precipitado) mostraron porcentajes
de inhibicién menores al del extracto crudo (~6%).

Actividad inhibitoria sobre C. lunata. Las tasas inhibitorias mas altas del extracto
hexanico (Cuadro 14) se observaron con 1 a 100 pyg.mL"' (41-45% de tasa de
inhibicién). El aceite y el precipitado hexanico presentaron potencias inhibitorias
similares (~40 y ~39%) a los del extracto hexanico crudo (41%).

Actividad inhibitoria sobre C. gloeosporioides. Las tasas inhibitorias mas altas
del extracto hexanico crudo fueron a 1 ug.mL-' (hasta 84% de inhibicién) (Cuadro 15).
El precipitado y el aceite (~33 y 30%) respectivamente mostraron casi dos veces

menos potencia que el extracto crudo.

Cuadro 14. Actividad inhibitoria del extracto hexanico de los esporomas de A. hayalyuy.

% de inhibicion del crecimiento micelial

Concentraciones Fusarium Curvularia Colletotrichum
oxysporum lunata gloesporioides

1000 pg.mL™" 19% a 37%b 80% b

100 pg.mL" 16% ab 41% a 67% c

10 pg.mL™" 13% ab 44% a 69% c

1 pg.mL™* 7% b 45% a 84% a

p (KruskalWallis) 0.0452 0.04901 0.0087

Cuadro 15. Actividad inhibitoria de las fracciones del extracto hexanico de los esporomas de

A. hayalyuy.
% de inhibicién del crecimiento micelial
100 pg.mL™" Fusarium Curvularia Colletotrichum
oxysporum lunata gloesporioides
Extracto hexanico 19% a 41% a 67% a
Fraccion aceite 6% b 40% a 30% b
Precipitado 6% b 39% a 33%b
p (Kruskal-Wallis) 0.02375 0.8172 0.01027
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7.5.2. Actividad del extracto metandlico y sus fracciones.

Actividad inhibitoria sobre F. oxysporum. El extracto metandlico alcanzé su potencia
mas alta a 1 yg mL" (hasta 19% de inhibicién) mientras que a 1000 pg.mL"" mostrd
una induccion del crecimiento (Cuadro 16). Las fracciones MeOH:MeOH (~9%),
CHCI3:MeOH (~2%), y Hex:MeOH (~7%) tuvieron poder antifungico entre dos y hasta
diez veces menor que el extracto crudo (Cuadro 17).

Actividad inhibitoria sobre C. lunata. La tasa inhibitoria mas alta del extracto
metandlico fue a 1 g.mL"" (42% de inhibicion) y con relacién inversa entre la potencia
y la concentracién (Cuadro 16). Las fracciones MeOH (~29%), CHCIs (~38%), y Hex
(~40%) fueron ligeramente menos activas que el extracto general (Cuadro 17).

Actividad inhibitoria sobre C. gloeosporioides. La potencia inhibitoria mas alta
de A. hayalyuy fue la del extracto metandlico frente a este fitopatégeno a 1000 ug.mL-
' (85% de inhibicion), mientras que sus fracciones (MeOH, CHCI3 y Hex) fueron entre

dos y cuatro veces menores (~21%, 28% y 30%) (Cuadro 24).

Cuadro 16. Actividad inhibitoria (expresada en % de inhibicién) del extracto metandlico de
los esporomas de A. hayalyuy.

% de inhibicion del crecimiento micelial

Concentraciones Fusarium Curvularia lunata Colletotrichum
oxysporum gloesporioides
1000 pg.mL™" -8% c 27% b 85% a
100 pg.mL" 9% b 30% b 72% ab
10 pg.mL"’ 15% a 36% b 62% c
1 pug.mL"! 19% a 42% a 67% bc
p (Kruskal-Wallis) 0.002087 0.004706 0.01273

Cuadro 17. Actividad inhibitoria de las fracciones del extracto metandlico de los esporomas
de A. hayalyuy.

% de inhibicion del crecimiento micelial

100 pg.mL" Fusarium Curvularia lunata Colletotrichum
oxysporum gloesporioides
Extracto metanodlico 9% a 30% b 72% a
Fraccion MeOH 9% a 29% b 21%b
Fracciéon CHCI; 2% Db 38% a 28% b
Fraccion Hex 7% a 40% a 30% b
p (Kruskal-Wallis) 0.02886 0.00778 0.0723
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Figura 14. Efecto en el crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos de extractos crudos de
Amanita hayalyuy. A) Actividad del extracto hexanico, B) Actividad del extracto metandlico.
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Figura 15. Efecto en el crecimiento micelial de las fracciones de Amanita hayalyuy. A)
Actividad de las fracciones hexanicas, B) Actividad de las fracciones metandlicas.
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7.6. Comparacion de la actividad antifungica sobre cada fitopatégeno

La mayor inhibicion del crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides fue
dado por el extracto metandlico a 1000 ug.mL" (~85%), mientras que para Fusarium
oxysporum la fraccidén aceite del extracto hexanico y la fraccion Hex:MeOH (~40%)
fueron los mas potentes y para Curvularia lunata fue dado por el extracto hexanico a
1000 pg.mL" (~19%) (Cuadro 18). Considerando los porcentajes de inhibicidon mas
altos, el hongo con una mayor sensibilidad ante los extractos y fracciones de Amanita

hayalyuy fue Colletotrichum gloeosporioides (Cuadro 18).

Cuadro 18. Comparacion de la actividad antifungica extractos y fracciones mas activas de

Amanita hayalyuy.
% de inhibicion del crecimiento micelial
Extracto o fraccion Fusarium Curvularia  Colletotrichum  p Kruskal-Wallis
oxysporum lunata gloesporioides
Hexanico 19% aC 37% aB 80% aA 0.001846
Hexanico Aceite 6% bC 40% aA 30% bB 0.004301
Hexanico Precipitado 6% bC 39% aA 33% bB 0.009133
Metandlico -8% cC 27% bB 85% aA 0.001606
F Hex:MeOH 7% bC 40% aA 30% bB 0.002903
F CHCI3:MeOH 2% bC 38% aA 28% bB 0.003516
F MeOH:MeOH 9% bB 29% bA 21% cB 0.002933
p Kruskal-Wallis 0.0002239 0.008616 0.0002503

7.7. Relacién de actividad antifungica contra quimiodiversidad
Se calculd el coeficiente de Pearson para conocer la correlacion entre la capacidad
antifungica y los indices de quimiodiversidad. Para F. oxyosporum la actividad estuvo
mayor asociada a la quimiodiversidad de Shannon (0.62); en Curvularia lunata hubo
correlaciones altas con el indice de dominancia (0.9) y la diversidad de Shannon (0.82);
en Colletotrichum gloeosporioides la diversidad de Margaleff tuvo una asociacién
realtivamente alta con la actividad sobre el fitopatégeno (0.68).

En resumen, hay una ligera tendencia que a mayor diversidad de metabolitos

secundarios en el extracto mayor potencia antifungica, aunque para Curvularia lunata
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también es importante la presencia de algun compuesto que domine el perfil (Cuadro
19).

Cuadro 19. indices de correlacién (coeficiente de Pearson) entre la quimiodiversidad y la
potencia antifungica de extractos y fracciones de Amanita hayalyuy.

Fusarium Curvularia Colletotrichum
oxysporum lunata gloesporioides
Indice de dominancia 0.39911 0.9 0.25114
Indice de Shannon 0.62318 0.82804 0.41734
Indice de Margaleff 0.44387 0.018834 0.6812

7.8. Ensayo de toxicidad en Artemia salina

La toxicidad de A. hayalyuy empleando el modelo biologico de Artemia salina indicé
una ClLso de 18135 ug.mL" para el extracto metandlico, mientras que el hexanico
present6 una CLsode 135 yg mL™".

El criterio de clasificacion de la toxicidad de Clarkson para extractos de
moléculas es: extractos con una CLso superior a 1000 ug mL™" no son toxicos, extractos
con CLso de 500 a 1000 uyg mL-! son poco toxicos, los extractos con CLso de 100 a 500
ug mL" son de toxicidad media, y los extractos CLsode 0 a 100 ug mL™" son altamente
toxicos (Clarkson et al., 2004). A su vez los criterios de toxicidad establecidos por
Déciga-Campos et al. (2007) sugieren que los extractos se consideraran no toxicos
cuando tengan CLso > 1000 pg/mL, toxicidad débil con CLso = 500 <1000 ug/mL y
toxicos con CLso < 500 pg/mL

Bajo estos criterios el extracto metandlico debe ser considerado no téxico en
ambas clasificaciones, mientras que el extracto hexanico es considerado de toxicidad

media segun Clarkson et al. (2004) o téxico por Déciga-Campos et al. (2007).
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Figura 16. Estrategia y resultados del primer estudio microquimico de Amanita hayalyuy.
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VIII. DISCUSION

Los metabolitos secundarios biosintetizados por las especies del género Amanita han
sido objeto de estudio. No obstante, la informacion sobre la composicién quimica de
especies presentes en México es reducida. Este estudio constituye el primer
acercamiento quimico de Amanita hayalyuy, un hongo comestible de importancia

gastronémica en la Regién de Los Altos de Chiapas.

8.1. Rendimiento del extracto crudo y fracciones de A. hayalyuy.

La extraccion del material fungico con hexano y metanol fue una estrategia quimica
con el fin de separar por grupos el tipo de compuestos de A. hayalyuy. El rendimiento
del extracto metandlico de esporomas fue significativamente mayor que el del extracto
hexanico, esto indica una predominancia de compuestos polares sobre los no polares.
El hexano es un disolvente no polar, permite obtener metabolitos de polaridad baja
(lipofilicos) generalmente terpenos, policétidos (entre ellos acidos grasos) y esteroles
(Barbade y Datar, 2015); mientras que el metanol prioriza compuestos polares,
comunmente fenoles, compuestos nitrogenados y glucosidos (Lee et al., 2024). Estas
generalidades tienen sus excepciones, porque hay terpenos que pueden disolverse en
alcoholes y alcaloides poco polares (Addo et al., 2022; Gonzalez-Hernandez, 2024).
Por consecuencia, el presente estudio permitié conocer la capacidad metabdlica de
Amanita hayalyuy para biosintetizar metabolitos secundarios polares y no polares con
actividad antifungica.

A su vez, el fraccionamiento permitié una segunda separacion al interior de los
extractos, lo cual condujo a explorar mejor la diversidad quimica de los metabolitos
fungicos, ya que ambos extractos generales presentaron precipitados; el extracto
hexanico se separd en un aceite color amarillo mucho menos polar que el precipitado
restante; en tanto que el metandlico presentd un precipitado viscoso con un olor dulce.
En todo caso, las fracciones del extracto metandlico siempre fueron mas altas que las
hexanicas.

Malacara (2019) reporté rendimientos de 0.83, 0.83 y 1.08% de extractos

metandlicos de Amanita rubescens, A. caesarea y A. vaginata recolectadas en
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Amenanenca, Estado de México, muy por debajo del 21% del extracto metandlico en
A. hayalyuy, esto supone una variabilidad significativa en la cantidad de metabolitos
secundarios encontrados para cada especie. No obstante, la variabilidad entre
rendimientos y la eficacia de la extraccion depende de la composicion quimica de la
especie, lugar de desarrollo, parte del esporoma analizado, tamafo de particula de la
muestra, el tiempo de extraccion, la temperatura, el pH, la relacién soluto-disolvente y
la polaridad del disolvente (Robles-Garcia et al., 2019).

Swamy et al. (2017) reporta un mayor rendimiento del extracto metandlico
(4.0%) en contraste con el extracto hexanico (1.32%) para Plectranthus amboinicus y
sugiere que podria atribuirse a su alta polaridad, ademas de su capacidad de
extraccion de compuestos primarios como proteinas, carbohidratos y no solo
metabolitos secundarios como terpenos. Varios autores sugieren el uso de metanol
como el mejor disolvente para la extraccion, dado que inclusive por fenémeno de
“arrastre” puede obtener metabolitos no polares cuando el material biolégico no ha sido
extraido previamente con disolventes de baja polaridad (Vinayagam et al., 2025), sin
embargo, esto depende de la capacidad bioquimica del organismo y de los tejidos a
estudiar (Sultana et al., 2009; Swamy et al., 2017). Por ejemplo, en plantas, las semillas
son ricas en aceites y MS de baja polaridad (Sanyal y Decocq, 2016).

Ademas, la predominancia del extracto metandlico y sus fracciones podria
atribuirse a polisacaridos y proteinas documentados en una alta concentracion en
hongos que son extraidos principalmente por metanol. Costa et al. (2024) establecen
el porcentaje de los polisacaridos en la composicion de la biomasa fungica seca en un
80%, mientras que las proteinas constituyen del 3% al 20% y los lipidos alcanzan del
1% al 10%, estos ultimos pudiendo ser acumulados en forma de triglicéridos, acidos
grasos libres, lipidos polares, esteroles y pigmentos que pueden ser extraidos con

hexano.

8.2. Composicion quimica de extractos.

Los ensayos colorimétricos y las cromatografias en capa fina permiten la deteccién
preliminar de compuestos a un bajo costo con resultados que pueden ser concluyentes

en un breve periodo de tiempo (Kowalska y Sajewicz, 2022; Martinez-Cano et al.,
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2017). No existe bibliografia documentada de la composicion quimica previa de
Amanita hayalyuy, por lo cual este estudio podria considerarse el primer acercamiento
a la micoquimica de la especie.

Las pruebas colorimétricas indicaron que las extracciones por polaridad
permitieron separar la quimiodiversidad contenida en los esporomas de A. hayalyuy,
ya que hubieron grupos de metabolitos comunes y exclusivos entre los extractos, de
tal manera que el extracto metandlico contiene una mayor diversidad de tipos de
metabolitos (cumarinas, flavonoides, glucdsidos, terpenoides y alcaloides) que el
extracto hexanico (cumarinas, quinonas, flavonoides y alcaloides), esto implica que
alcaloides, cumarinas y flavonoides, tendrian mayor diversidad estructural al tener
moléculas de naturaleza no polary polar. A pesar de no existir un estudio previo de los
grupos de metabolitos secundarios encontrados en A. hayalyuy, algunos autores
reportan la composicion quimica de especies dentro del género. Malacara (2019)
detectd alcaloides y flavonoides en el extracto metandlico de Amanita caesarea
mediante pruebas colorimétricas y cromatografia. No obstante, el extracto dio negativo
a cumarinas, lo que contrasta con la composicién quimica de A. hayalyuy. Esta
diferencia puede atribuirse al perfil quimico que caracteriza a cada especie, aunque se
encuentren dentro del mismo complejo Amanita caesarea, y a las variables
ambientales e interacciones ecoldgicas asociadas al lugar de recolecta, que influyen

directamente en la produccion de metabolitos secundarios (Enjalbert, 1989).

8.3. Actividad antifungica de extractos crudos y fracciones de A. hayalyuy

Se ha reportado diversa actividad biolégica dentro de las especies comestibles del
género Amanita (Bhrambri et al., 2022; Narvaez-Montafo et al., 2023; Tapan et al.,
2024). El presente estudio también constituye el primer reporte del potencial
antifungico de A. hayalyuy frente a Fusarium oxysporum, Curvularia lunata y
Colletotrichum gloesporioides, especies que causan plagas en cultivos de interés
econdémico y agricola (Ramirez-Olier, 2019).

La mayor potencia antifungica de los extractos crudos y sus fracciones se
presentd sobre C. gloeosporioides, en el cual se inhibié hasta el 85% empleando el

extracto metandlico crudo a 1000 ug.mL™". Menikpurage et al. (2008) reportaron una
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inhibicion maxima (22%) a partir de una fraccion acetonica (CzHgO) de Pleurotus
cystidiosus y Gurudevan et al. (2011) indicaron porcentaje de inhibicion mayor a partir
de fracciones obtenidas del solvente éter de etilo de Ganoderma Ilucidum (70%) y
Lentinus edodes (68.2%) sobre C. gloesporioides, ambos empleando la prueba agar
envenenado. En comparacion a tales extractos, el extracto metandlico crudo de A.
hayalyuy exhibio entre 1.2 a cuatro veces mayor potencia antifungica in vitro contra C.
gloeosporioides. No obstante, la bibliografia encontrada se centré en especies
saprobias, mientras que A. hayalyuy es ectomicorrizdgena; actualmente, no hay
registros de inhibiciéon de C. gloeosporioides a partir de extractos de especies
micorrizégenas.

Dutta et al. (2018) registraron una inhibicion maxima in vitro de 60% empleando
schizostatina contra C. gloeoesporioides, un diterpeno fungico inicialmente extraido
con acetona de Schizophyllum commune; adicionalmente complementaron el estudio
mediante una aplicacién in situ del compuesto aislado, el cual proporcioné un
porcentaje de inhibicion de 92.4% sobre el fitopatégeno. Estas variaciones en el
método de aplicacion y el aislamiento del compuesto tienen relevancia en la eficacia
de la prueba antifungica, debido a que las pruebas in vitro con extractos crudos son
utilizadas como una deteccion inicial de compuestos bioactivos contra agentes
patégenos en condiciones controladas (Kaur et al., 2015; Van-Dijck et al., 2018) que
en condiciones de campo pueden mostrar potencia distinta, en ese estudio a favor de
la actividad. Por tanto, la actividad in vitro (85 %) del extracto metandlico del yuyo, es
un buen indicativo de que contiene metabolitos antifungicos potentes, que pudieran
ser utiles para su aplicacion en campo.

Por otro lado, el mismo extracto metandlico (1000 ug.mL™") obtuvo la menor
actividad registrada en Fusarium oxysporum, en el cual puede observarse incluso una
induccién del crecimiento del fitopatégeno. Zhao et al., reportan la proliferacién de F.
oxysporum en las raices de Panax notoginseng a partir de la aplicacion de un
compuesto fendlico (acido p-hidroxibenzoico) y mencionan que los compuestos
fendlicos en hongos patdégenos pueden inducir la proliferacion, asi como promover la
secrecion de metabolitos secundarios. El extracto metandlico dio positivo para

flavonoides, por lo que pudiera haber la posibilidad de contener compuestos fendlicos
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tipo flavonoides, capaces de inducir el crecimiento de F. oxysporum (Lee et al., 2024).
A su vez ello indicaria que el extracto metandlico contiene tantos metabolitos
inhibidores contra C. gloeosporiodesy C. lunata como compuestos estimuladores para

F. oxysporum.

8.4. Ensayo de toxicidad en Artemia salina

El ensayo de toxicidad en A. salina representa un analisis preliminar relativamente
confiable y rapido para evaluar la presencia de metabolitos fungicos toxicos en los
extractos; aunque el ensayo también se ha utilizado histéricamente para predecir la
actividad anticancerigena, sus resultados solo indican una citotoxicidad general, no un
mecanismo de accion especifico. Por tanto, un resultado positivo en este ensayo
sugiere que el extracto podria ser un candidato prometedor para investigaciones
citotoxicas mas profundas (Meyer et al., 1982; Banti y Hadjikakou, 2021).

Bajo los criterios de toxicidad conocidos, el extracto metandlico crudo de A.
hayalyuy es considerado como no téxico, mientras que el hexanico es considerado de
toxicidad media (Clarkson et al., 2004) a toxico (Déciga-Campos et al., 2007).

Esto inicialmente establece que el extracto metandlico con buena actividad
sobre los fitopatdgenos, tiene la ventaja de no ser téxico por amplio margen, ya que la
potencia antifingica a 1000 ug.mL-' de 85% sobre C. gloesporoides esta 18 veces
alejada de la tasa de toxicidad (CLso de 18135 ug.mL") o 180 veces alejada de la tasa
de inhibiciéon a 100 ug.mL" (72%).

Por otro lado, la toxicidad del extracto hexanico es controversial debido a que
Amanita hayalyuy es un hongo de importancia gastronémica en la zona de Los Altos
de Chiapas y es distribuido en los mercados de la region. No hay registro de
intoxicaciones por yuyo y los micetismos reportados se deben a la confusion de las
especies comestibles con las especies téxicas de la regién (Ruan-Soto, 2018). Sin
embargo, estudios previos sugieren que hongos comestibles con actividad toxica
pueden presentar compuestos bioactivos que, aunque no provocan micetismos,
pueden ser potenciales anticancerigenos, antioxidantes o antimicrobianos (Brizuela et
al., 1998; Ruiz-Gonzalez, 2014). Es importante también resaltar que los extractos

hexanicos y metandlicos fueron extraidos de material seco pero crudos, en tanto que
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el yuyo se consume después de procesos de coccion a altas temperaturas, muchos
MS téxicos son termosensibles, por lo que dejan de ser toxicos cuando se exponen a
calor, ejemplo de ello son los glucésidos cianogénicos en almendras y yucas que son
destruidos ante su coccion (Tungel et al., 1995; Padmaja y Steinkraus, 1995), mientras
que algunos hongos del género Morchella provocan hemdlisis y toxicidad
gastrointestinal asociados a toxinas termolabiles que se previenen con su correcta
coccion (Rodriguez et al., 2017). Ademas, la toxicidad media de CLso de 135 ug mL"’
es del extracto y no directamente del esporoma, por lo que, considerando que todo el
extracto es absorbido, una persona con 60 kg tendria que consumir aproximadamente
8.1 g de extracto y en todo caso casi dos kilogramos de yuyo fresco. Tales
especulaciones, deberian ser resueltas con mayor numero de estudios y con pruebas
de toxicidad y citotoxicidad de esporomas crudos y cocidos para eliminar cualquier
sospecha de ello.

Otro criterio a considerar es la capacidad de los hongos comestibles de
absorber y acumular elementos presentes en los suelos, como metales pesados que
pudieran ser toxicos (Dominguez-Zufiga et al., 2021; Ruan-Soto, 2018). Demirbas
(2001) reporta la presencia de metales pesados en esporomas de Amanita vaginata y
A. rubescens. Este analisis es menos probable ya que la especie se adquirié en el
mercado de San Cristébal de Las Casas, en donde es ampliamente consumida por
habitantes locales; ademas los metales o sus sales no son liposolubles (Koroleva et
al., 2019), por tanto, es dificil que de haber metales estos fueran extraidos con el
hexano.

Se ha registrado el uso de especies ectomicorrizogenas en estudios de
toxicidad con Artemia. Ruiz-Gonzalez et al. (2017) evaluaron el efecto de extractos
acuosos de basidiomicetos en la eclosion de quistes de Artemia franciscana,
obteniendo un CLso mayor para las especies ectomicorrizogenas Tylopilus violatinctus
(51 = 12), Hygrophorus russula (81 £ 31), Cantharellus cibarius (105 £ 43), Amanita
muscaria (154 £ 80) y Amanita virosa (169 £ 25). En este estudio fueron evaluadas
dos especies comestibles (Hygrophorus russula y Cantharellus cibarius), las cuales
presentaron una toxicidad moderada. Por otro lado, Fernandez-Armendariz (2024)

empled extractos de metanol-cloroformo de la especie ectomicorrizégena comestible
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Tricholoma equestre para probar la toxicidad en A. salina, los cuales resultaron
altamente téxicos (inferiores a 100 ug/mL) e indica que para determinar la toxicidad en
el ser humano debe considerarse el uso de modelos animales mas parecidos a este y,
al tratarse de especies comestibles que se someten a una coccion previa antes del
consumo, se sugiere replicar las condiciones de temperatura éptima para el consumo
de hongos comestibles con componentes tdxicos en crudo. Aunque el uso de Artemia
como organismo modelo para la deteccién de metabolitos con potencial citotdxico es
eficaz, es necesario profundizar en las estrategias para la deteccién de compuestos
toxicos.

Finalmente, de acuerdo a la asociacion del bioensayo de Artemia con la
actividad citotoxica de lineas cancerigenas, permite pensar en la posibilidad de este
tipo de actividad para el extracto hexanico del yuyo (Meyer et al., 1982; Banti y
Hadjikakou, 2021).

8.5. Correlacion entre los indices de diversidad y la potencia antifungica

El coeficiente de Pearson es el indice numérico mas comun para medir la relacion
entre dos variables (Fiallos, 2021). En este trabajo, se calculo el coeficiente de Pearson
entre los indices de diversidad y la capacidad antifungica para cada hongo
fitopatdgeno, con el fin de conocer si la potencia antifungica era correspondiente a la
diversidad de metabolitos secundarios presentes. Los mayores coeficientes fueron
encontrados para Curvularia lunata (0.9 y 0.82804) en las que la actividad baja y
relativamente media con la especie en la que se observo la mayor actividad antifungica
(Colletotrichum gloeosporioides), por lo cual se puede inferir que, en general, una
mayor diversidad influye directamente sobre la actividad antifungica resultante. De
igual manera, que la correlacién mas alta en Curvularia lunata sea haya asociada al
indice de dominancia, podrian deberse a que existen ciertos compuestos dentro del
conjunto que no presentan actividad antifungica, o compuestos que presenten
antagonismos entre ellos, lo cual genera un efecto negativo o anulacién de sus efectos
(Zhang et al., 2007).
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IX. CONCLUSIONES

Los esporomas de Amanita hayalyuy presentan una diversidad de metabolitos
secundarios que puede ser extraido con disolventes de naturaleza no polar y polar. Es
mas abundante en rendimiento el conjunto de compuestos polares que el de
metabolitos no polares. Aunque el extracto hexanico contiene mayor numero de
compuestos, el extracto polar tiene mayor diversidad estructural de MS.

A. hayalyuy produce flavonoides, terpenoides, cumarinas, quinonas, glucésidos
y alcaloides. Algunos pueden ser extraidos con ambos disolventes, y otros son
exclusivos a cada tipo de extracto, por tanto, la diversidad de MS del yuyo no se limita
a la polaridad de la extraccion, ni puede ser extraida con un solo disolvente.

Los extractos de MS del yuyo despliegan actividad antifungica de forma
diferencial, son mas potentes contra Colletotrichum gloeosporioides (80- 85% de
inhibicion) que sobre Curvularia lunata (19 y 42%) y F. oxysporum (45 y 19%,
respectivamente)

Las fracciones de los extractos no fueron mas potentes que los extractos de
donde provinieron, indicando que el sinergismo de metabolitos es un factor relevante
que propicia una mejor potencia antifungica. Esto ultimo, también se ve reflejado en
las asociaciones entre los indices de quimiodiversidad y potencia, en la que hay
evidencias de que a mayor quimiodiversidad mayor potencia antifungica

El ensayo en Artemia salina sefiala una baja toxicidad en el extracto metandlico,
mientras que el hexanico fue catalogado con toxicidad moderada a alta. Se requiere
un estudio a mayor profundidad, dado la generalidad del ensayo, para senalar si se
trata de una toxicidad sobre células normales o es un indicio de citotoxicidad sobre
lineas cancerigenas.

Finalmente, este trabajo representa el primer acercamiento a la micoquimica de
Amanita hayalyuy y establece una base para investigaciones posteriores de la especie

y del género Amanita. Asimismo, puede ser una herramienta para su conservacion.
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X. RECOMENDACIONES

Es importante que se complemente con la realizacion de pruebas bioquimicas y de
toxicidad de mayor precision y fineza para las fracciones resultantes de cada extracto
crudo con el fin de identificar compuestos bioactivos de interés y profundizar en el
conocimiento de la actividad biologica de Amanita hayalyuy.

También, analizar la quimica de la especie en distintas localidades para evaluar
las diferencias entre perfiles de metabolitos secundarios y si varian segun las
caracteristicas del suelo y la altitud.

Realizar pruebas de citotoxicidad para verificar el valor preliminar determinado
en el bioensayo general de A. salina, para determinar si es por la presencia de
compuestos toxicos o con actividad citotdxica asociadas a lineas celulares
cancerigenas.

Finalmente, la realizacién de estudios donde se comparen las distintas partes
del esporoma de Amanita hayalyuy para conocer la distribucién y concentracion de sus
metabolitos secundarios.

Dado la proporcion de aceite generado en el extracto hexanico, es conveniente

profundizar en el tipo de lipidos que lo estan constituyendo.
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