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RESUMEN

Los hongos comestibles silvestres son un recurso forestal no maderable que ha sido
utilizado en su gran mayoria desde tiempos milenarios. Una de las familias de hongos
comestible, es la Boletaceae.

La familia Boletaceae tiene una gran diversidad de géneros y especies en México,
siendo Tylopilus uno de los géneros menos estudiados, debido en parte a que es un
hongo no comestible. Ante la falta de informacion sobre el cultivo y la composicién
micoquimica de Tylopilus plumbeoviolaceus, es que se plantea la investigacion del trabajo

de investigacion.

El objetivo general del presente trabajo experimental, es determinar la composicion

adecuada para el crecimiento micelial de Tylopilus plumbeoviolaceus.

Los cuerpos fructiferos de Tylopilus felleus y Boletus edulis fueron recolectados en los
bosques del sur de Morelos. Las muestras de material fangico fueron identificadas por
investigadores del Laboratorio de Micologia, del Centro de Investigaciones Bioldgicas,
UAEM. El material micoldgico fue aislado en cajas Petri con medio de cultivo sélido de
PDA, para posteriormente efectuar el escalamiento a cultivo sumergido en matraz. A partir
de cuerpos fructiferos por maceracion con disolventes organicos y agua se obtienen los
extractos de los hongos Tylopilus plumbeoviolaceus, Tylopilus felleus y Boletus edulis
(mexicano e italiano). Los extractos obtenidos son fraccionados por cromatografia en
columna. Las fracciones cromatograficas fueron caracterizadas por Resonancia

Magnética Nuclear y Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas.

Los resultados obtenidos muestran que es posible establecer un cultivo en caja Petri y
en medio sumergido de Tylopilus plumbeoviolaceus con fuente de carbono no
convencional. El micelio de Tylopilus plumbeoviolaceus excreta al medio sacaridos como
los metabolitos mas abundantes. El analisis micoquimico de los extractos de cuerpo
fructifero mostré que los metabolitos aislados en los cuatro ejemplares son del mismo tipo

acidos grasos y ergosterol.

En conclusion, se pudo desarrollar el cultivo sumergido de Tylopilus plumbeoviolaceus

utilizando una fuente de carbono no convencional. El cultivo sumergido de T.



plumbeoviolaceus produce sacéridos como los metabolitos mas abundantes secretados al

medio.



1. INTRODUCCION

Los hongos constituyen un grupo de organismos muy variado con gran importancia en el
entorno ecoldgico, econémico, alimenticio y social. Se encuentran ampliamente distribuidos
por todo el mundo y desempefian un papel importante de forma natural en el mantenimiento
de los ecosistemas como reintegradores de la materia organica al suelo. Ademas, de ser
utilizados como organismos indicadores y remediadores de ecosistemas alterados (Herrera y
Ulloa, 1998).

La diversidad fangica en México es muy grande, debido a la posicion biogeogréfica que
nuestro pais tiene, ademas, su intrincada orografia favorece una gran variedad de climas, lo
gque provoca el complejo mosaico vegetal que cubre el territorio nacional siendo las

vegetaciones tropical y subtropical, las mas ricas en especies fungicas (Guzman, 1998).

Los hongos superiores, Basidiomicetos, ofrecen la posibilidad de obtener nuevos
compuestos quimicos con alto potencial para aplicaciones medicinales y agricolas. Los
pioneros en el campo de los estudios quimicos de Basidiomicetos (M. Anchel, A. Hervey, F.
Kavanagh y W. H. Wilkin) investigaron alrededor de 2 000 especies de hongos a través de
extractos de cuerpos fructiferos y micelios producidos artificialmente. Varios hongos
superiores son fuentes abundantes de metabolitos secundarios como: polisacaridos,
triterpenos, proteinas, polipéptidos, nucleédtidos, alcaloides, entre otros. Estos metabolitos se

pueden encontrar en el basidioma y/o micelio.

La investigacién de Basidiomicetos, se implementaron los procesos de fermentacion y el
desarrollo de nuevas metodologias analiticas para aislar y elucidar la estructura de
compuestos quimicos, con lo cual se pudieron aplicar estos metabolitos en modelos

bioldgicos in vivo e in vitro (Aqueveque, Becerra, y Silva, 2010).

Los hongos comestibles son un recurso poco abordado en la investigacion para la
obtencion de compuestos con diversas funciones y actividades bioldgicas, considerandose

como suplementos nutricionales (nutricéuticos) (2010 de Bruijn, et al.).

Una de las especies comestibles mas consumidas a nivel mundial es Boletus edulis. Es

comun que este hongo sea consumido junto con otras especies del mismo género Boletus,



en ocasiones se les conoce como el complejo de Boletus edulis y que comprende a las
especies: Boletus aereus, Boletus edulis, Boletus pinophilus y Boletus reticulatus (Hall et al.
1998).

En el orden Boletales, se encuentran los hongos micorricicos no comestibles, del género
Tylopilus. Debido a que estos hongos no son comestibles y a que tampoco se les atribuyen
propiedades medicinales, hay poca informacibn sobre el cultivo de Tylopilus
plumbeoviolaceus y la caracterizacion micoquimica de la familia Boletaceae: Boletus edulis,
Tylopilus felleus y Tylopilus plumbeoviolaceus. Debido a la escasa informacion cientifica
reportada para las especies Tylopilus plumbeoviolaceus, Tylopilus felleus y Boletus edulis,
recolectados en el Estado de Morelos, asi como la dificultad para cultivar hongos

micorricicos, es que se decidi6 realizar esta investigacion.



2. MARCO TEORICO

2.1 HONGOS COMESTIBLES

La recoleccion de hongos constituye una actividad social y comercial, que permite el
establecimiento de comunidades en torno a la zona de recolecta de estas especies. La
recolecciébn y comercio de hongos es realizada principalmente por personas de areas
rurales, brindando a sus habitantes la oportunidad de aumentar sus ingresos (Wang y Hall
2004).

Debido a que mucha de la recolecta de hongos comestibles son consumidas por la
comunidad, es dificil establecer una estadistica de la recolecta y comercializacion de hongos
comestibles silvestres. Sin embargo, se estima que el consumo mundial total anual del
complejo Boletus edulis es entre 20,000 y 100,000 toneladas (Hall et al. 1998). Los
mercados importantes para este hongo incluyen América del Norte, Francia, ltalia y
Alemania (Hall et al. 1998).

Se han hecho investigaciones en algunos hongos sobre su valor nutricional o la
composicion quimica de éstos, por ejemplo Reis (et al. 2011), hicieron un trabajo sobre la
composicion quimica y el valor nutricional de las especies mas consumidas de hongos
frescos cultivados como lo son: Agaricus bisporus (champifiones), Pleurotus ostreatus
(hongo ostra), Lentinula edodes (shiitake) y Flammulina velutipes (seta aguja dorada). Sus
resultados muestran que el shiitake dio los niveles mas altos de macronutrientes a
comparacion de los demas, como también los niveles mas altos de azlcares, tocoferoles
(tienen actividad antioxidante) y acidos grasos poliinsaturados (los cuales tienen un efecto
beneficioso en general, disminuyendo el colesterol total), y el contenido mas bajo de &cidos
grasos saturados. Mientras que las setas blancas y marrones mostraron una composicion de
macronutrientes similar, al igual que valores similares de azlcares totales, acidos grasos
monoinsaturados (que pueden ayudar a reducir el nivel de colesterol malo (LDL), acidos
grasos poliinsaturados y tocoferoles totales. El hongo oreja de Cazahuate (Pleurotus
ostreatus) presenta el contenido mas alto de 4cidos grasos monoinsaturados con contenidos
similares en acidos grasos poliinsaturados, acidos grasos monoinsaturados y acidos grasos

saturados comparado con otros hongos comestibles.



2.2 HONGOS MICORRICICOS

Las raices de las plantas vasculares estan en contacto con un tipo de sustrato, ademas
de diversos factores abidticos y bitticos que influyen en su desarrollo y funcion (Peterson,
1992). Algunos microorganismos ocupan uno o varios nichos en ese sustrato lo cual afecta a
las raices y el rendimiento de la planta de varias maneras. Dentro de este grupo de
organismos se encuentran algunos hongos o bacterias patdgenas que son perjudiciales para
el crecimiento y la reproduccioén de las plantas. Lo que ocasiona que se requieran recursos o
mas gastos para controlar la densidad de la poblacién y/o la patogenicidad de este grupo de
organismos. Por otro lado, existe un grupo de organismos que son todo lo contrario, pueden
ser beneficiosos para las plantas e incluso se pueden manipular para aumentar o mejorar su

efecto sobre el rendimiento de las plantas (Peterson, Massicotte, y Melville, 2004).

Los organismos benéficos mas prevalentes asociados con las plantas son los hongos
gue habitan el suelo, formando asociaciones mutualistas de raices y hongos llamados
micorrizas (Smith y Read 1997). La palabra micorriza tiene su origen en las palabras griegas
hongo (mukés) y raiz (Rhiza). A partir de la raiz el hongo se alimenta de los nutrientes de la
planta (agua, minerales, productos fotosintéticos y vitaminas). Los hongos micorricicos

pueden establecer una relacién simbibtica con mas de una especie de planta.

Existen siete tipos de micorrizas que se dividen en varios grupos segun su morfologia,
dependiendo de si hay penetracibn o no de los hongos en la corteza de la raiz:
ectomicorrizas, endomicorrizas, micorrizas arbutoides, micorrizas monotropoides, micorrizas
ericoides y micorrizas de orquideas, etc. Alrededor del 95% de los arboles en areas
templadas (Pinaceae, Fagaceae, Dipterocarpaceae y las familias Caesalpinoidaceae) forman
ectomicorrizas con un numero de especies del orden Ascomycota y Basidiomycota, incluidos

los hongos comestibles con un alto valor comercial como Tuber sp., Boletus sp. y Lactarius

sp.

Se tiene la impresién de que la produccion de hongos ectomicorricicos silvestres
comestibles ha disminuido con el transcurso de los afios. Esta apreciacion es debida a que
en algunas zonas de recoleccion de este tipo de hongos ya no crecen los cuerpos fructiferos.
El cambio climatico, la degradacion del habitat y la sobreexplotacién parecen ser los factores

de esta reduccion en la produccion.



El desarrollo de técnicas de inoculacién controlada para el establecimiento de hongos
micorricicos, las plantaciones de productores podrian ser formas sostenibles de mantener la
produccion de este tipo de especies, sin afectar la conservacion de las poblaciones de
hongos nativos.

2.2.1 CLASIFICACION DE LAS MICORRIZAS MUTUALISTAS

Los hongos micorricicos (HM) asociados que, por su tamafio pueden clasificarse en
micromicetos 0 macromicetos, pueden pertenecer a los fila Glomeromycota (i.e. Glomus,
Gigaspora, Acaulospora), Ascomycota (i.e. Peziza, Tuber) y Basidiomycota (i.e. Amanita,
Cantharellus, Boletus y Tylopilus). En el caso de las plantas hospederas, la asociacién
puede presentarse en las gimnospermas (plantas que no forman flores como los pinos),
angiospermas (plantas que forman flores), briofitas (musgos), equisetos y los helechos (tanto
en el gametofito como en el esporofito). Asi, dependiendo del tipo de hongo involucrado en
esta asociacion y de la integracion morfolégica existente entre los hongos y las raices de las
plantas hospederas, la asociacion se ha clasificado como: a) Micorrizas con manto fangico y
b) Micorrizas sin manto fungico. Las micorrizas con manto fangico, a su vez, se han
clasificado en: a) Ectomicorrizas, b) Micorriza arbutoide y ¢) Micorriza monotropoide. Por su
parte, las micorrizas sin manto fungico se han clasificado en: (a) Micorriza arbuscular, (b)
Micorriza ericoide, y (c) Micorriza orquideoide. En la naturaleza, cada tipo de micorriza se
presenta en un ecosistema y ambiente edafico particulares y, en ocasiones, con familias de

plantas especificas (Camargo-Ricalde et al., 2012).

2.2.1.1 ECTOMICORRIZAS

Existe una variacion considerable en las caracteristicas morfolégicas y estructurales de
las ectomicorrizas, aungque pueden ser facilmente reconocidas por la caracteristica cubierta
fungica o manto que envuelve a las raices activas, a menudo el micelio fingico en forma de
fibra, puede ser visto emergido directamente del manto y colonizando el suelo el sustrato de
enraizamiento, la segunda caracteristica principal de la ectomicorriza es la formacion de la
red de Hartig. En el interior de esta extensiva zona de contacto entre el hongo y el
hospedante, el hongo trae y libera los nutrientes y el agua hacia su hospedante, recibiendo a
cambio azlcares y otros productos de la fotosintesis generados por la planta (Olivares

Reyes, 2008) dentro de este grupo se encuentra la familia Boletaceae.



Ademas, algunas ectomicorrizas desarrollan agregaciones lineales de hifas (rizomorfos o
hebras), en el micelio extraradical que se especializan en el transporte rapido de nutrientes y
agua. Unos pocos hongos ectomicorricicos desarrollan esclerocios que consisten en hifas de
almacenamiento compactas rodeadas por una corteza. Los cuerpos reproductivos hipogeos
0 epigeos también pueden formarse periddicamente a partir de micelio extraradical
(Peterson, Massicotte, y Melville, 2004).

ESPECIES DE PLANTAS INVOLUCRADAS

Las ectomicorrizas generalmente se encuentran en especies arbéreas, aunque algunas
especies arbustivas y herbaceas también pueden desarrollar esta asociacién. Muchas de las
especies arboreas involucradas son importantes comercialmente para la madera y los
productos de papel en todo el mundo. Dentro de los géneros de coniferas que se saben que
tienen ectomicorrizas estan Picea, Pinus y Larix, los cuales forman vastas extensiones del
bosque boreal en el hemisferio norte. Mientras que en el hemisferio sur, algunos miembros
del género Dipterocarpaceae y del género Eucalyptus son las especies dominantes de

arboles ectomicorrizos (Peterson, Massicotte, y Melville, 2004).

ESPECIES FUNGICAS INVOLUCRADAS

La mayoria de las especies de hongos involucradas en la simbiosis de ectomicorrizas
pertenecen a familias en Basidiomycota (basidiomicetes), junto con algunas especies
pertenecientes a Ascomycotina (ascomicetes). Hay aproximadamente 5.500 especies
conocidas de hongos que pueden formar micorrizas, de los cuales el 80%
(aproximadamente) son epigenéticos, cuyas estructuras reproductivas se encuentran en el
suelo. En contraste, hay menos especies hipogeas, las cuales producen sus estructuras

reproductivas bajo tierra (Peterson, Massicotte, y Melville, 2004).

2.3 FAMILIA BOLETACEAE
2.3.1 GENERO BOLETUS

En el caso del género Boletus, se pueden considerar dos caracteristicas para distinguir
las especies téxicas de las comestibles, por un lado, los hongos comestibles mas apreciados
presentan poros blancos o amarillentos y conservan el color blanco o rosado que es
caracteristico de la parte inferior del pileo (sombrero) y del estipite (tallo). En tanto que, los

hongos txicos presentan poros rojos o adquieren tintes azules y verdosos al ser cortados,



heridos o frotados, incluso pueden presentar una combinacion de estas dos caracteristicas;
aunque también las pueden presentar algunas especies comestibles (Herrera y Ulloa, 1998).

El género Boletus Bull. comprende numerosas especies con esporas generalmente
alargadas y lisas, esporada en masa de color moreno olivacea y fructificaciones carnosas
gue pueden ser relativamente grandes. El himenio se encuentra forrado al interior por tubos,
los cuales generalmente pueden ser separados con facilidad de la parte inferior del pileo,
gue desemboca en poros de forma, tamafo y color caracteristicos segun las especies.
Comprende varios géneros cuyas especies son frecuentemente micorricicas (Herrera y
Ulloa, 1998). Algunos ejemplos dentro de este grupo son Boletus edulis (figura 1) y Boletus
pinicola los cuales son muy parecidos y apreciados entre los recolectores por ser
comestibles, mientras que Boletus satanas es una especie altamente toxica y mortal
(Herrera y Ulloa, 1998).

2.3.2 GENERO TYLOPILUS (Snell & E.A. Dick) Snell & E.A. Dick 1941

De acuerdo con Chakraborty et al. (2018) el género Tylopilus P. Karst., es uno de los
taxones ectomicorricicos menos atractivos por no ser comestible, asociado principalmente
con arboles Fagales y Pinaceae en la familia Boletaceae. Se caracteriza por su aspecto
seco, superficie de poro blanco a grisacea, pulpa de color rosa a morado-marrén en la
madurez, de inmutable a ligeramente parduzco o se vuelve azul-verde en el contexto de
carne compacta, estipite sdélido con pruina o reticulacion en la superficie, ausencia de anillo o
velo, pulpa de esmalte ocre pulido a pulido mate. Basidiosporas de color rosa, presencia de
pleurocystidia y ausencia de conexiones de pinza (Wu et al. 2014). Sombrero de 7 a 17 cm
de diametro, de forma convexa texturizada aterciopelada y afelpada, que con el tiempo
desaparece para tener la superficie lisa en el centro de su superficie con un margen
irregular, arqueado y redondeado. Los especimenes jovenes presentan un color violaceo
con color y de tonalidades grisaceas cuando adultos sus tonos cambian a gris tenue y violeta
claro, sus poros del himenio tienen una profundidad de 0.4 a 1.9 poros de 2 a 3 mm. Su
carne es de color blanquecina y de sabor amargo. Esporas fusiformes, lisas hialinas,
amarillentas en KOH de 7.5-10.5 X 3.5-4.0 um, cistidios del himenio de 30 a 45 X 7.5 a 11.5
pm langeniformes de cuellos muy estrechos, células del pilepis tricodermo con conclusiones
globulares doradas, células terminales fusiformes cistidiosas a cilindricas, apices agudos

alargados. Estipite de 10 25 cm de largo por 3 a 7 de ancho. Reacciones quimicas negativo



en KOH la carne se torna amatrillenta y con sales de hierro al aplicar una gota el contexto de

la carne vira a un color azul-violaceo.

El género Tylopilus fue dividido en dos subgéneros: T. subg. Tylopilus y T. subg.
Porphyrellus (Smith y Thiers 1971). El primer subgénero se caracteriza por esporas con
paredes de color amarillo canela pélido a amarillo palido en KOH y KI; el contexto
generalmente no cambia o se oxida en la herida; el contexto no se torna de color marron
rojizo en KOH; el contexto generalmente se vuelve azul-verde en la lesién, luego se vuelve

rojo marrén y, en algunos taxones, el contexto se vuelve rojo marron en KOH " (Wolfe 1979).

De todo el mundo se reportan alrededor de 75 especies (Kirk et al. 2008; Magnago et al.
2017). Segun Wu et al. (2014), todos los 11 clados que consisten en los miembros de
Tylopilus se clasifican en cinco subfamilias (Austroboletoideae, Leccinoideae, Boletoideae,
Pulveroboletus group y Zangioideae) en Boletaceae y Tylopilus ss, tipificadas por Tylopilus
felleus (Bull.) (Garcia Jiménez y Garza Ocafas (2001) situados dentro de la subfamilia

Boletoideae.



Tabla 1. Comparacion taxonémica y macroscoépica de Boletus edulis, Tylopilus felleus y Tylopilus plumbeoviolaceus:

Comparacion de: Boletus edulis, Tylopilus felleus y Tylopilus plumbeoviolaceus

Figura 1. Boletus edulis BULL. 1782

Figura 2. Tylopilus felleus (BULL.: FR.) P.
KARST. 1881

Figura 3. Tylopilus plumbeoviolaceus
SNELL Y DICK, 1970

TAXONOMIA:

Filum: Basidiomycota

e Subfilum: Basidiomycotina

o Clase: Homobasidiomycetes
e Subclase: Agaricomycetidae
e Orden: Boletales

o Familia: Boletaceae




Recuperado de: https://www.fungipedia.org/hongos/boletus-edulis.html

https://www.fungipedia.org/hongos/tylopilus-felleus.html

(Snell y Dick, 1970)

DESCRIPCION MACROSCOPICA

SOMBRERO (PILEO) (Kobold, 2000)

10-20 (25) cm, carnoso, redondo o convexo,
finalmente almohadillado, castafio-marrén
oscuro, siempre mas claro en el borde, que
remata con una delgada linea blanca;
cuticula lisa, brillante, untuosa, viscosa con
Es

untuoso, resbaladizo como el jab6on con la

la humedad, desbordante. graso,

humedad.

SOMBREO (PILEO) (Rodriguez Ramirez,
2009)

32-100 mm de largo, de color café
violaceo, sin cambio de coloracion, glabro
a casi subtomentoso, convexo a plano-
convexo, con margen plano a decurvado,
de textura lisa. Sus poros son de 0.5-1 mm
de diametro, de union junta entre ellos, de
forma redonda a irregular, con color a los

tubos.

SOMBRERO (PILEO) (Snell y Dick,
1970)

Duro y firme cuando es joven, 5-16 cm
de ancho. Superficie seca, viscosa solo
después de una lluvia prolongada, con
un aspecto aterciopelado fino cuando
es joven pero apenas subtomentoso,
pronto se vuelve glabro, bastante
violdceo cuando es joven, se vuelve
opaco violaceo-gris violaceo, palido u
opaco lavanda a grisaceo-heliotropo,
plomo-violaceo a monétono y luego

marrén violaceo.

TUBULOS (Kobold, 2000)

Primero cortos, luego mas largos, de

amarillo verdoso; pequefios poros

redondeados blancos o amarillentos vy

TUBULOS (Rodriguez Ramirez, 2009)

2-12 mm de largo, de unién libres con
relacion al estipite, de forma boletoide, de

color crema blanco, a rosa, cambiando de

TUBULOS (Snell y Dick, 1970)

Los himendéforos se adhieren a una
ligera decoloraciéon, son blancas al

principio y permanecen asi durante
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después olivaceos.

coloracion a café claro.

mucho tiempo, madurando las esporas
y volviéndose rosadas muy lentamente,
sin cambios;

poros casi redondos,

diminutos, 2-3 a mm.

ESTIPITE (Kobold, 2000)

10-20(25) x 4-10 cm, grueso o cilindrico,
de un blanco yeso pasa a un tinte castafio.
Esta cubierto en la parte superior de una

pelicula blanca.

ESTIPITE (Rodriguez Ramirez, 2009)

35,5 mm de largo por 17.3 mm de
ancho, de forma clavado a subcilindrico,
en el &pice en algunos ejemplares
presentan formas bulbosas en la parte
basal, de color amarillo opaco, en la parte
basal de color blanco, sin cambio de

coloracién, ampliamente reticulado.

ESTIPITE (Snell y Dick, 1970)

Se estrecha hacia arriba u obclavado,
ligeramente reticulado en hasta el
apice, a veces de 2-3 mm, con una

eclosiéon cuando es joven

CONTEXTO (Kobold, 2000)

Sosa, blanca, no varia el color, con un
tinte color vino bajo la cuticula del sombrero.
Agradable olor a hongo; buen sabor, como a

avellana.

CONTEXTO (Rodriguez Ramirez, 2009)

Consistencia carnosa, de 12 mm de
grosor, de color blanco, sin cambio de

coloracién, amargo, olor dulce.

CONTEXTO (Snell y Dick, 1970)

Carne dura y firme, tanto cuando es
joven, blanca, a menudo purpura debajo
de la superficie externa, sin cambios;
levemente

olor insignificante a

butiraceo; sabe amargo.
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Boletus edulis es el mas importante de una serie de especies agrupadas bajo el nombre
de Boletos, inconfundible por su carne blanca que no cambia de color. Cérdova-Chéavez et
al. (2014) sefala que un estudio realizado por Pérez-Moreno et al. (2010) menciona que la
presencia de algunas especies como Boletus edulis, ha disminuido debido a la destruccion
de sus habitats naturales. Algunos de los factores que han intervenido en esta disminucién
de especies fueron mencionados por Bandala et al. (1997), como son efectos de la
recolecta, factores econdémicos, tenencia de la tierra, por mencionar algunos. Esto corrobora
con lo que mencionan Contreras Cortés et al. (2018) quienes sefialan que Boletus edulis
aparece en la NOM-059-ECOL-2010, dentro de la categoria de ESPECIE AMENAZADA.

Por otro lado, en estadios inmaduros Tylopilus felleus es confundida con Boletus edulis,

sin embargo Tylopilus felleus posee poros violaceos a rosados, no es toxico pero su sabor

es desagradable.
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3. ANTECEDENTES

3.1. PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL GENERO BOLETUS

Uno de los primeros estudios relacionados con las propiedades anticancerigenas de esta
clase de hongos fue realizado por Lucas et al. en 1957, quienes aplicaron con éxito un
extracto obtenido de cuerpos fructiferos de Boletus edulis en el tratamiento del sarcoma 180
en ratones (Kinga Lemieszek et al., 2013).

Kinga Lemieszek et al. (2013) determinaron las propiedades anticancerigenas de Boletus
edulis. Sus estudios indican que este hongo posee un potencial agente anticancerigeno y
puede proporcionar una nueva opcién terapéutica / preventiva en la quimioprevencion del
cancer de colon debido principalmente a los biopolimeros que contienen, donde se incluyen

principalmente polisacaridos, glicoproteinas y proteinas.

Vamanu y Nita (2013) investigaron la actividad antioxidante de extractos etandlicos y
metanolicos liofilizados (obtenidos en agua fria y caliente) de cuerpos fructiferos secos de B.
edulis. La capacidad antioxidante de B. edulis fue mayor en extractos alcohdlicos en
comparacion con extractos acuosos. El &cido rosmarinico fue el principal compuesto
fendlico, que se identific6 en una concentracion entre 7 = 0,23 y 56 + 0,15 mg / 100 g de
extracto. Se determiné una correlacion positiva entre el contenido de fenoles totales,

flavonoides, antocianinas y tocoferoles, y la capacidad antioxidante de los extractos.

Otro ejemplo dentro del género Boletus se presenta en Boletus badius Pers. (bolette de
bahia) (figura 4) este hongo es una especie comestible popular debido a su fragancia que es
similar a B. edulis (King bolette). Se demostr6 que los cuerpos fructiferos de B. badius

pueden ser una fuente valiosa de zinc para el organismo humano (Rojowski et al., 2017).
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Figura 4. Cuerpo fructifero de Boletus badius

Recuperado de: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/2e/Boletus_badius_JPG1.jpg/280px-
Boletus_badius_JPGL1.jpg

Nelsen (2010) menciona que los Boletus, al igual que muchos otros hongos y liquenes,
contienen compuestos derivados de la dimerizacion controlada por enzimas del acido p-
hidroxifenilpirGvico, que se deriva de la oxidacién del aminoacido tirosina, seguida de la
formacion de enlaces CO para producir grevillinas, como la grevilina A o formacion de
enlaces CC para producir derivados de terfenilquinona hidroxilados como la atromentina, asi
como productos de reacciones adicionales, incluida la escisién del enlace oxidativo y la
reorganizaciéon de la atromentina con deshidratacién al acido dihidroxipulvinico (figura 5), o

reacciones de oxidacion adicionales.

Bertrand (1901; 1902) sugiri6 que los compuestos de Boletus que se tornan azules al
magullarse o cortarse son quinonas y, mas especificamente, un &cido hidroxilato
antraquinona hidroxilado (Kogl, 1935). Aflos mas tarde, Edwards et al. (1968) demostraron
gue el azulado de muchos miembros de Boletus y Suillus, se debia a la oxidacién enzimatica
de un derivado del 4cido pulvinico mas altamente hidroxilado que el compuesto dihidroxilado
del acido variegéatico (B. erythropus, B. appendiculatus, S. varietatus y S. bovinus,
posteriormente B. pulverulentus, una de las sustancias mas azuladas, este compuesto se ha

encontrado en mas de 100 especies de los Boletales).
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Figura 5. Esquema de las vias biosintéticas para producir los pigmentos boletus

atromentina, grevilina A y derivados del &cido pulvinico (Nelsen, 2010)

La estructura del acido xerocémico fue reportada por Steglich et al. (1968), también
contribuye a las reacciones de coloracion, y se aislo por primera vez de Boletus (Xerocomus)
chrysenteron y también se ha encontrado en mas de 95 especies en los Boletales, en su
mayoria iguales a las que contienen &cido variegatico. Ambos se oxidan a derivados de

metida de quinona por las enzimas oxidasas presentes en sus cuerpos fructiferos (figura 6).
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Figura 6. Esquema de las rutas biosintéticas para producir los pigmentos boleto atromentina,
grevilina A y derivados del acido pulvinico (Nelsen, 2010).

Sin embargo, muchas de las especies que contienen acidos variegaticos y xerocémicos
no se vuelven azules en absoluto, presumiblemente porque carecen de las enzimas
oxidasas que son necesarias para producir los meturos de quinona azul. Se afirma que los
acidos variegaticos y xerocémicos solo estan presentes en el orden Boletales (figura 7), por
lo que su aislamiento de las especies Gomphidius, Omphalotus, Hygrophoropsis,
Coniophora, Leucogyrophana, Rhizopogon y Serpula es una prueba sélida de su inclusion

en los Boletales.

Figura 7. Reaccion de blanqueo de Boletus luridus, que contiene acido variegatico y acido
xerocomico (figura 5). (Parque Estatal de Newport, Door Co., WI) (Nelsen, 2010)
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Nelsen (2010) considera que la oxidacion por aire del acido variegatico, especialmente si
hay trazas de &cido presentes, produce variegatorubina, que es el pigmento rojo comun
presente en los boletes. Esta presente en todas las especies reportadas que contienen acido
variegatico, incluso aquellas que no son rojas, y posiblemente se forme durante el
procesamiento de las muestras. Se reportan concentraciones especialmente altas en B.
erythropus, B. (Chalciporus) piperatus, B. frostii, B. rhodoxanthus, B. splendens, B.
chrysenteron y B. rubellus. Muchos pigmentos relacionados estdn menos extendidos. Por
ejemplo, el color amarillo verdoso de Pulveroboletus ravenelii y de B. subglobosus es
causado por el acido vulpinico, y P. auriffammeus contiene cinco pigmentos relacionados,

mas altamente oxigenados y, a menudo, clorados.

Nelsen (2010) también menciona considera que:

e la reaccion de azulado de Boletus luridus se debe a que contiene acidos
variegaticos y xerocomicos,

e el azulado de Boletus pulverulentus porque contiene solo acido variegatico.

e la coloracién roja en Boletus frostii porque presumiblemente contiene grandes
cantidades de variegatorubin,

e Pulveroboletus ravenelii que contiene acido vulpinico

e Pulveroboletus (Boletus en la nomenclatura de Smith) auriflammeus, contiene

cinco derivados mas oxidados o clorados del 4cido vulpinico.

Mirohczuk-Chodakowska, et al. (2017) investigaron el contenido de 1,3-1,6-B-D-glucano
en hongos silvestres cultivados, entre esos hongos esta Boletus pinophilus, concluyendo con
un valor porcentual del 35 % del contenido de 1,3-1,6-B-D-glucano en relacion con el

contenido total de B-glucano.

Rodriguez Morcuende (2011) menciona que algunas especies del genero Boletus,
pueden provocar gastroenteritis aguda, por ejemplo Boletus satanas. En dichas especies se
han aislado sustancias que son capaces de irritar el tubo digestivo y por eso se produce la
gastroenteritis. Los sintomas son muy variados desde nauseas, vomitos, dolor abdominal,
diarrea, astenia o sensacion de cansancio, hasta mialgias, que son dolores musculares que
pueden afectar a varios musculos produciendo una sensacién de debilidad que conlleva en

muchos casos calambres.
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Liu (2018) estudio la melanina (BgM) obtenida de Boletus griseus. La composicion
guimica y la estructura de BgM se caracterizaron por técnicas espectrocopicas y
cromatogréficas. El espectro UV-vis de BgM mostrd un pico de absorcibn maximo a 214 nm.
Los picos de absorcion caracteristicos se observaron a 3426, 1600 y 1105 cm -1, y BgM
contenia grupos hidroxilo fenolico, amidégeno, carbonilo, metileno y metilo. Ademas, BgM es
una eumelanina, y su esqueleto principal tiene un anillo de benceno y un indol, y la cadena
ramificada consiste principalmente en alcanos, alcoholes y acidos grasos. BgM se hidrolizé
con H,0O, y cuatro compuestos se analizaron provisionalmente a partir del perfil UPLC-MS /
MS. La estructura quimica de BgM se caracteriz6 como 5,6-dihidroxiindol eumelanina, y la

férmula molecular condensada es [C,s (OR1), (OR2)3Hi; Og Ng] n.

3.2 PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL GENERO TYLOPILUS

Defaye et al. (1988) sefialan que el D-glucano de Tylopilus felleus (figura 8) inhibe el
crecimiento de células cancerigenas de sarcoma 180 Ehrlich en 100%. Por otro lado, Sang-
Jun Lee et al. (1999) sefialan que Tylopilus neofelleus, una especie similar en Korea,
presenta compuestos llamados “peptaibols” (Tylopeptido A y B), los cuales fueron aislados e
identificados del cuerpo fructifero del hongo, y que tienen actividad antimicrobial contra
bacterias Gram-positivas, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus R-209, Staphylococcus

aureus IFO-12732, y Corybacterium lilium.

Mufioz Dominguez en 2007 evalu6 los efectos tdxicos y genotdxicos, de extractos
metanodlicos de macromycetes, con base en estudios biotecnoldgicos relacionados con su
téxicidad en Hidalgo, México. Ese estudio permitié demostrar un efecto no toxico en pruebas
en ratas, pero en Drosophila existi6 un efecto téxico para Boletus satanoides y Tylopilus
felleus y en cuanto a su genotoxicidad obtuvo un resultado positivo para B. satanoides con
un efecto directo e indirecto, mientras que para Tylopilus felleus resulto positivo solamente

como agente mutagénico indirecto.

Por otro lado, el fucogalactomanano (FGM) es un polisacarido no sulfatado aislado del
hongo Tylopilus ballouii. Se investigd las caracteristicas quimicas de este FGM mediante
HPLC, métodos quimicos y estudios de RMN (espectros de *H, **C, 'H / **C-HSQC y DEPT-
135). Este polisacarido consistid principalmente en manosa y galactosa con cantidades

variables de fucosa y trazas de xilosa, y con un PM de 140 kDa. Sus resultados sugirieron
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una estructura e indicaron posibles actividades antiinflamatorias y antioxidantes de estos
polisacéaridos (Lima, et al. 2016).

En ese mismo afio, Friedman (2016) menciona que un fucogalactomanano del hongo
Tylopilus ballouii inhibi6 los radicales superoxido e hidroxilo con valores de ICso de 1,25y 1.6

mg/ml, respectivamente, y redujo el edema hasta en un 56% en un ensayo antiinflamatorio.

Figura 8. Cuerpo fructifero de Tylopilus felleus

Recuperado de: https://forest6871.files.wordpress.com/2016/05/tylopilus-felleus.jpg?w=416

Fukuda, et al. (2012) investigaron los racematos de los metabolitos difendlicos (%) -
tylopilusin A (1) y (%) -tylopilusin B (2) los cuales fueron aislados de los cuerpos fructiferos de
Tylopilus eximius. Sus estructuras se elucidaron sobre la base de analisis espectroscépicos

de RMN 1D y 2D y cristalografia de rayos X.

Wu et al. en 2000 aislaron dos nuevos secoergosteroles, 3B-hidroxi-8a, 9a-oxido-8,9-
secoergosta-7,9 (11), 22-trieno (tylopiol A) (1) y 3B-hidroxi-8a, 9a-oxido-8, 9-secoergosta-
7,22-dien-12-ona (tylopiol B) (2), de los cuerpos de fruta fresca de Tylopilus
plumbeoviolaceus, junto con tres compuestos conocidos, ergosta-7,22-dien-33-ol, uridina, y
allitol. Sus estructuras se determinaron mediante técnicas de RMN 1D y 2D. La estructura y

la estereoquimica del compuesto 1 se demostré mediante cristalografia de rayos X.

Wu et al. en 2009 estudiaron los constituyentes quimicos de Tylopilus
plumbeoviolaceus. Los compuestos se aislaron mediante cromatografia en columna de gel
de silice y sus estructuras se explicaron mediante métodos espectrales. Se aislaron cinco

compuestos y se identificaron como ergosterol (l), ergosterol 5a, 8a-perésido (Il),
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ergotioneina (lll), adenosina (IV), uracilo (V). Todos estos compuestos se obtienen de este

hongo por primera vez.

3.3 PROPIEDADES BIOLOGICAS DE OTROS MIEMBROS DE LA FAMILIA
BOLETACEAE

Nelsen (2010) menciona que muchas especies de Suillus contienen grevillins, que son
pigmentos de color naranja a rojo oscuro que contienen anillos de pirrandiona que también

se derivan de las rutas biosintéticas.

Grevillin A se ha aislado de S. grevillei, S. bresadolae, S. americanus, S. luteus, S.
placidus y S. punctatipes, By C de la misma especie que A més S. granulatus, S. tridentinus,
S pictus, S. lakei, S. aeruginascens, S. collinitus y S. sibiricus, D de muchas de las mismas
especies y S. albidipes, S. leptopus, S. pseudobrevipes, S. riparius y S. umbonatus. Gevillin
B también se ha aislado de Gasteroboletus laricinus. La anhidrogrevilina se ha encontrado
en la mayoria de las especies que producen grevilina D, incluidas S. americanus y S.

granulatus, y puede ser un artefacto de los métodos de aislamiento (Nelsen, 2010).

El hongo venenoso Paxillus atrotomentosus contiene varios compuestos similares a
atromentina, incluyendo flavomentina B y espiromentina B. A medida que se han
desarrollado mejores métodos de separacion y andlisis, se ha encontrado que el
componente principal de su carne incolora es el compuesto reducido con tri-R (figura 9),

junto con cantidades mas pequefias del compuesto tetra-R sustituido.
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Figura 9. Pigmentos relacionados con grevillin A'y atromentin (Nelsen, 2010)

Otros Boletes han desarrollado una alternativa de atromentina, que puede lograrse sin

enzimas oxidandola con ferricianuro de potasio (Ks;Fe(CN)¢) en presencia de calcio,

produciendo finalmente ciclopentenonas

bisfenoladas (figura 10). La chamonixina es

encontrado como el enantidmero (+) en Chamonixia caespitosa y como el enantibmero (-) en

Paxillus involvtus, que también contiene la involutina mas altamente hidroxilada, lo que

causa la decoloracién marrén observada al magullar su carne.
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Figura 10. Algunos derivados de difenol de ciclopentenona de Paxillus y Gyroporus (Nelsen,

2010)
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La reaccion azulada de Gyroporus cyanescens no es causada por la oxidacion del acido
variegatico, sino por oxidacién de gyrocyanin, una ciclopentenona bis-fenol sustituida mas
altamente oxidada (figura 11). El color azul de Lactarius indigo no tiene nada que ver
guimicamente con los colores azules producidos en boletes. Una docena de otros pigmentos
relacionados producen los colores de las otras especies de Lactarius que tienen latex
coloreada (Daniewski y Vidari, 1999).

Nelsen (2010) menciona que Suillus garevillii contiene grevilinas A, B y C; el hongo

azulado Gyroporus cyanescens contiene girocianina; y Paxillus involutus contiene involutina.

Figura 11. Gyroporus cyanescens conteniendo gyrocyanin (Rowan Creek, Columbia Co.,
WI1) (Nelsen, 2010)

Robles-Garcia et al. (2016) registraron por primera vez el uso de Fistulinella wolfeana
como especie comestible en las comunidades otomies de Tesquedd, Xajay y Tenasda, en
Amealco de Bonfil, Querétaro, México, la cual forma parte de los recursos naturales
utilizados durante la estacion de lluvias. Ademas, describen el valor nutricional de las
muestras en fresco, asi como en seco. Muestran que tiene una alta actividad antioxidante,
alcanzando casi 90% de inhibiciéon en diluciones 1:10 de extracto metanélico, comparable
con valores para otros miembros de la familia Boletaceae. Ademdas, menciona que
Fistulinella wolfeana podria confundirse con algunas especies de Tylopilus, ya que ambos
géneros tienen tubos de rosa y poros rosados, sin embargo éstos cambian de color a

naranja o rojizo ocraceo cuando se tocan a diferencia de los Tylopilus.

Pedneault, et. al (2006) encontraron mas de 25 acidos grasos (AG) diferentes en los

lipidos de hongos micorrizicos. Los AG insaturados, principalmente los acidos linoleico y
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oleico, representaron alrededor del 83% del total de AG, mientras que el &cido palmitico fue
el principal AG saturado. Algunos AG se identifican por primera vez en Boletaceae y en
basidiomicetos  superiores (4cido cis-11,12-metileneoctadecanoico, 7-cis, 10-cis
hexadecadienoico) o en hongos (acido cis-11,12-metileneoctadecanoico). Hubo diferencias
significativas (P <0.05) en el contenido de AG especificos entre especies de hongos.

3.4 CULTIVO DE MICELIO DE ALGUNOS MIEMBROS DE LA FAMILIA BOLETACEAE

Los macromicetos han sido parte de la cultura humana desde hace miles de afios y
aparecen descritos como alimento humano en las mas importantes civilizaciones de la
historia. Se han descrito muchisimas propiedades nutricéuticas de los macromicetos como
sus propiedades anticancerigenas, antitumorales, hipocolesterolémicas, antivirales,
antibacterianas, o inmunomoduladoras, entre otras.

Dado que la produccién de hongos por cultivo tradicional y la extraccién de los
metabolitos bioactivos requieren de mucho tiempo (meses), la biotecnologia se ha convertido
en la herramienta alternativa para el desarrollo de técnicas rentables y productivas para la
obtencion de estos metabolitos. Es el desarrollo de esta tecnologia y la facilidad que
proporciona en cuanto al manejo de sus variables, lo que ha permitido realizar el cultivo en
medio liquido del micelio de macrohongos con significativa reduccion de tiempo y aumento
en la produccién de sus metabolitos lo que ha impulsado adin mas su obtencién y el estudio
de compuestos con potencial como medicamentos, nutricéuticos y cuasifarmacéuticos tanto

del medio agotado como del micelio (Suarez Arango y Jeannette Nieto, 2013).

En un trabajo de revision del 2012 de Elisashvili se habla sobre “los hongos medicinales
gue pertenecen a los Basidiomicetos superiores son un recurso inmensamente rico, pero en
gran parte sin explotar, de compuestos naturales (tiles y de facil acceso con diversas
actividades biolégicas que pueden promover el bienestar humano”. Las propiedades
medicinales se encuentran en varios componentes celulares y metabolitos secundarios
(polisacaridos, proteinas y sus complejos, compuestos fendlicos, policétidos, triterpenoides,
esteroides, alcaloides, nucleétidos, etc.) que se han aislado e identificado a partir de los

cuerpos fructiferos, micelio de cultivo y caldo de cultivo de setas.

Algunos de los compuestos anteriores tienen actividades reductoras del colesterol,
antidiabéticas, antioxidantes, antitumorales, inmunomoduladoras, antimicrobianas vy

antivirales listas para ensayos industriales y mayor comercializacion, mientras que otros se
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encuentran en diversas etapas de desarrollo. Recientemente, el cultivo sumergido de hongos
medicinales ha recibido mucha atencién como una alternativa prometedora y reproducible

para la produccion eficiente de micelio y metabolitos de hongos.

El cultivo sumergido de hongos tiene un potencial industrial significativo, pero su éxito a
escala comercial depende del aumento de los rendimientos de los productos y del desarrollo
de nuevos sistemas de produccién que aborden los problemas asociados con esta técnica
de cultivo de hongos. La gran mayoria de los estudios de cultivo sumergido de hongos se

han centrado en la produccion de polisacaridos y triterpenos.

Dentro de los trabajos que se han hecho con hongos micorrizicos se encuentran:
Rehadek et al. (1962) usaron un cultivo recién aislado a partir del carpéforo del basidiomiceto
Boletus edulis (Bull. ex Fr.) var. reticulatus (figura 11) mediante inoculacion en agar de malta
(8 blg, pH 6.0) y cultivo a 28 °C. La cepa se cultivd en un medio sumergido usando un
fermentador de acero inoxidable de laboratorio de 20 litros, con 10 | de medio, se aire6 a una
velocidad de 7 L/min y se agit6 a una velocidad de 430 r.p.m. La fermentacién sumergida se
llevé a cabo a 27°C en el siguiente medio: 3% de glucosa, 3% de licor de maiz, 0.6% de
aceite de soya (agregado después de la esterilizacion). La esterilizacién se llevé a cabo
durante 1 hora a 120 °C. El pH del medio se ajust6 a 5.5 después de la esterilizacién. Se
inocul6 el fermentador con un inoculo sumergido al 5%. El inoculo se preparé transfiriendo
una suspension acuosa de cultivo de 12 dias de agar de malta a un matraz de 2 L que
contenia 500 ml del medio de fermentacion sin aceite de soya y mediante un cultivo de 7

dias en una maquina de agitacion a 28 °C.

Por otro lado, Ohta (1997) cultivd los hongos basidiomicetos ectomicorrizas Boletus
fraternus Peck y Boletus reticulatus Schaaffer. También se usaron tres especies saprofitas
como referencia, siendo elegidas entre hongos que se pudren en la madera que
comunmente se cultivan comercialmente en Japon. Las cepas fungicas se mantuvieron a 5
°C en tubos de ensayo que contenian medio de cultivo de reserva hasta su uso. La
composicion del medio de cultivo de reserva fue: glucosa 4 g, extracto de levadura 0.4 g,

agar 15 g y agua destilada 1000 ml a pH 5.1.

Yamanaka, Namba y Tajiri (2000) mencionan que el hongo ectomicorricico Boletus

reticulatus formo cuerpos fructiferos jévenes en cultivo puro en medios liquidos y solidos. Se
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requirié suficiente nutriente en el medio para que el hongo formara cuerpos fructiferos
maduros en cultivo puro. Se utilizaron tres tipos de medio, liquido, agar y sélido, para formar
los cuerpos frutales de B. reticulatus in vitro en 1996 y 1997. Se us6 medio para hongos
ectomicorrizales (Ohta, 1990) como medio basal liquido.

< Ruralibericaicom.

Figura 12. Cuerpo fructifero de Boletus edulis

Recuperado de: http://www.ruraliberica.com/archivo/fotos/Boletus%20edulis.JPG

Yamanaka, Namba y Tajiri (1996, 1997 y 2000) utilizaron medio basal liquido en
matraces para la formacion del cuerpo fructifero. EI medio basal liquido suplementado con
agar al 1.5% en tubos de ensayo de 16.5 mm de diametro se utiliz6 como medio de agar. Se
usé sustrato solido compuesto por 34 g (peso seco, d.w.) de granos de cebada, 7 g de
aserrin de haya japonesa (Fagus crenata, Blume) y 72 ml del medio basal liquido en botellas
de plastico de 230 ml. Cada medio se autoclavé a 120°C durante 10 min para medio liquido
y agar, y durante 30 min para medio sélido. Los medios en matraces, tubos de ensayo y
botellas de plastico se inocularon con discos miceliales de 5 mm de inéculo precultivados en
medio de agar con dextrosa de patata (APD) a 20°C durante 20 dias. Después de la
incubacion a 20°C en la oscuridad durante 20 dias, todos los cultivos se incubaron a 20°C
bajo iluminacién con lamparas fluorescentes a aproximadamente 250 lux durante 2 horas /

dia para inducir primordios.

Ohta y Fujiwara (2003) mencionan que segun lo enumerado por Godbout y Fortin (1990),
es poco comun que los hongos ectomicorricicos produzcan sus cuerpos fructiferos en
cualquier condicion artificial. Antes de la década de 1980, se sabia que solo dos especies en
Boletus producian cuerpos fructiferos en un cultivo axénico sin una planta huésped. Se
report6 que Lyophyllum shimeji (Kawamura) (FIGURA 13) Hongo (Ohta 1994) y dos

especies de Hebeloma (Ohta 1998a) producen cuerpos fructiferos cuando se cultivan en una
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mezcla de serrin y granos de cebada suplementados con nutrientes inorganicos. Mas tarde,
se cultivdé L. shimeji utilizando equipos disefiados para la produccion comercial de hongos
saprofitos como Lentinula edodes (Berk.) Pegler y Pleurotus ostreatus (Jacq .: Fr.) Kummer
(Ohta 1998b). Tanto L. shimeji como Hebeloma spp utiliza facilmente almidén y compuestos
relacionados (Ohta 1997), lo que permite el crecimiento de una gran cantidad de micelios, lo
que facilita la produccién posterior de cuerpos fructiferos sin una planta huésped. En el
estudio de Ohta y Fujiwara (2003) informan sobre la produccion en el cuerpo fructifero de un
hongo ectomicorrizico Boletus sp en cultivo puro usando métodos similares. La cepa se
mantuvo a 5°C en un medio de cultivo (glucosa, 4 g; extracto de levadura, 0,4 g; agar, 15 g;
agua destilada, 1000 ml; ajustada a pH 5,1 con HCI 0.1 M).

pixtastock.com - 20517961

Figura 13. Cuerpo fructifero de Lyophyllum shimeji

Recuperado de: https://en.pimg.jp/020/517/961/1/20517961.jpg

Kikuchi, Matsushita y Suzuki (2009) reportaron la formacién del cuerpo frutifero de
Tylopilus castaneiceps en cultivo puro. Se intentaron aislar los cuerpos fructiferos
recolectados en medio Hamada de 1/5 de concentracion [0.4% de glucosa, 0.04% de
extracto de levadura y 1.5% de agar (p/v)]. Las cepas se mantuvieron en el mismo medio
gue se usé para el aislamiento a 4°C en la oscuridad. Los margenes de micelios en cultivo
madre de las cepas Tycl y Tyc2 se cortaron a aproximadamente 1 cm de tamafio y se
colocaron en 250 ml de medio Ohta (Ohta 1990) en matraces Erlenmeyer cubierto con un
tapén de cultivo Silicosen (C-40; Shin-Etsu Polymar, Tokio, Japdn). La concentracion de agar
en el medio varié de 0% a 1.5% (p / v). Los matraces se incubaron en una camara de

crecimiento MIR-253 (Sanyo, Osaka, Japdn) a 23°C en la oscuridad.
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Diaz et al. (2009) emplearon los medios de cultivo Moser-B (Moser, 1960), Melin y
Norkrans modificado-MNM (Marx, 1969), Pachlewski (Pachlewski y Pachlewski, 1974) y
Gamborg (Gamborg et al., 1968) para 7 cepas de Boletales procedentes de Guatemala (2 de
Boletus edulis, 1 de B. pinophilus, 1 de B. luteoloincrustatus, 1 de Boletellus russelii, 1 de
Suillus tomentosus, 1 de S. bovinus) y 3 cepas procedentes de Espafia (2 de Boletus edulis,
1 de B. pinophilus). Las cepas se sembraron en todos los medios de cultivo utilizados en
cajas de Petri, las cajas se inocularon con un fragmento de cultivo a pH 5y 6. En general, los
mayores crecimientos de micelios se obtuvieron con los medios MNM y Moser. Se obtuvo la
formacion de primordios diferenciados en pileos y estipites rudimentarios en la cepa B.
edulis SO 18 en frasco con turba-vermiculita y medio MNM, pero no en tubos con PDA a

diferentes valores de pH.
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4. JUSTIFICACION

Los hongos son una fuente de productos naturales con un alto potencial de uso funcional
de sus metabolitos en la medicina. Muchos de estos compuestos han sido extraidos a partir
del cuerpo fructifero.

En general, se puede afirmar que los metabolitos mas abundantes en los hongos
basidiomicetos han sido aislados a partir de cuerpos fructiferos. Estos metabolitos han sido
identificados como glucanos y sus derivados, los cuales han demostrado inducir efectos
farmacoldgicos. Otro conjunto de metabolitos también abundantes son los acidos grasos, los
cuales son caracteristicos también en plantas.

La recolecta de cuerpos fructiferos de hongos presenta dos grandes inconvenientes, el
primero, el largo tiempo de espera para que madure el cuerpo fructifero, por lo general es
una vez al afio en caso de hongos silvestres; el segundo inconveniente, es la variabilidad de
las condiciones climaticas y ecoldgicas (plagas), por lo que en los hongos silvestres la
produccion aleatoria de metabolitos en contenido y cantidad puede variar.

El cultivo en sustrato sélido, que implica en conocer y controlar las variables ambientales
en un laboratorio, disminuye el riesgo de variaciones en el contenido de los metabolitos, pero
mantiene los largos tiempos de espera para la maduracion de los cuerpos fructiferos.

En el presente siglo se han incrementado el nimero de reportes sobre el crecimiento de
basidiomicetos en la forma de biomasa micelial por cultivo sumergido. Estos reportes se han
enfocado en hongos con reputacién en sus propiedades medicinales, como: Ganoderma
lucidum, Lentinus edodes, Hericium erinaceus, etc. En estos cultivos se ha buscado
incrementar la produccion de algunos metabolitos bioactivos aislados de los cuerpos
fructiferos (polisacéaridos, proteinas, proteoglucanos, triterpenos, etc.).

Hasta hace poco se consideraba como muy dificil el cultivo de hongos micorricicos,
debido a la dificultad para emular a la raiz de un arbol en el laboratorio. Sin embargo, ya hay
algunos reportes en los cuales se ha logrado el cultivo de micelio en caja Petri y en el cultivo
en medio sumergido.

En México no se han realizado estudios sobre cultivo de hongos micorricicicos, y
tampoco hay estudios micoquimicos sobre el contenido metabdlico de los hongos de la
familia Boletaceae, y menos aln sobre el género Tylopilus felleus. Si a lo anterior le
agregamos que el hongo Tylopilus plumbeoviolaceus es un hongo no comestible, debido a

su sabor amargo, habia resultado ser un hongo poco atractivo para realizar investigacion.
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Como una contribucion al conocimiento de los hongos de la familia Boletaceae se decidié
realizar la presente investigacion a fin de determinar las condiciones experimentales para el

cultivo del hongo Tylopilus plumbeoviolaceus.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Es posible cultivar en medio sumergido el micelio de Tylopilus plumbeoviolaceus?

6. HIPOTESIS

El micelio del hongo Tylopilus plumbeoviolaceus crece en medio sumergido bajo

condiciones de fuente de carbono no convencional.

7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar y optimizar las condiciones de cultivo sumergido del micelio de Tylopilus
plumbeoviolaceus.

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES
e Aislar especies del género Boletus y Tylopilus que crecen en los Municipios de
Puente de Ixtlay Cuernavaca, Morelos.
e Evaluar la eficiencia de fuentes de carbono no convencionales en el cultivo
sumergido de Tylopilus plumbeoviolaceus.
e Evaluar el efecto del pH en el cultivo sumergido de Tylopilus plumbeoviolaceus.
e Caracterizar los metabolitos mas abundantes en cuerpos fructiferos de los hongos

Boletus edulis, Tylopilus felleus, Tylopilus plumbeoviolaceus.
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8. DISENO EXPERIMENTAL

Las recolectas se realizaron en los municipios de Puente de Ixtla y Cuernavaca, tomando

nota del lugar donde se recolectaron.

Posteriormente se llevaron los especimenes al laboratorio y se tomaron las medidas de
los caracteres morfo descriptivos macroscopicos y microscopicos de las especies

recolectadas.

El material micologico se seca y se resguarda en el Herbario de Micologia del CIB,
UAEM.

Los cuerpos fructiferos secos y molidos son extraidos por maceracion con disolventes
organicos. Los extractos organicos son fraccionados por métodos cromatograficos. Las

fracciones mas abundantes son analizadas por métodos espectroscopicos.

Realizar el aislamiento de las cepas de Boletus edulis, Tylopilus felleus y Tylopilus

plumbeoviolaceus en cajas Petri a partir del cuerpo fructifero de estos hongos.

Realizar el cultivo sumergido del micelio de Boletus edulis, Tylopilus felleus y Tylopilus

plumbeoviolaceus en cultivo sumergido en matraz.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 TRABAJO DE CAMPO

El crecimiento de los hongos estd sujeto principalmente al clima y su desarrollo esta
dado principalmente en tiempo de lluvias, por lo cual las recolecciones de los especimenes
se desarrollaron en los meses de junio a octubre que son los meses mas lluviosos del afio.
Se realizaron recorridos en distintas zonas de los Municipios de Puente de Ixtla y
Cuernavaca con el propésito de recolectar especies pertenecientes a los géneros Boletus y
Tylopilus, recorriendo principalmente veredas, que son los sitios donde suelen desarrollarse

estos especimenes.

El material que se requiere para las recolectas son: canasta o caja de carton para
transportar los hongos; papel encerado para envolver, evitar contaminacion y en su caso
recuperar las esporas. Se toman fotografias del material fungico recolectado y una regla

para la medicion de algunos caracteres in situ del basidioma.

9.2. IDENTIFICACION DEL MATERIAL BIOLOGICO RECOLECTADO
9.2.1 IDENTIFICACION TAXONOMICA

La identificacion taxondémica de los especimenes en estudio se lleva a cabo en el
Laboratorio de Micologia, del Centro de Investigaciones Biologicas (CIB) de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos (UAEM).

La medicion de las estructuras morfolégicas (color, textura, olor y sabor) se efectdan con
el material fresco. Una vez recolectado el material fungico se obtuvieron las esporadas de
algunos ejemplares, ya que la impresion de las esporas (color, forma, presencia de
gueilocistidio y pleurocistidios, tamafio) es fundamental para la identificacion de los hongos.
La identificacion de los especimenes se complementa con informacion etnomicolégica
(comestibles, venenosos, alucinantes, destructores de la madera) y bibliografica (Guzman,
1977).

9.2.2 CARACTERES MACROSCOPICOS
El material fungico es colocado en un deshidratador y guardado dentro de bolsas
selladas, colocadas en un lugar libre de humedad para evitar el deterioro del organismo. Se

describen los caracteres macroscépicos de los hongos recolectados:
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1.-Pileo:

e Forma

e Tamafo
e Diametro
e Color

e Superficie

e Consistencia (viscosa o seca)

2.- Tubulos:
e Posicién
e Color
e Borde
3.- Estipite:
e Tamafio
e Superficie

¢ Presencia de rizomorfos
e Presencia de pseudorriza
e Presencia de anillo

4.- Contexto:

e Color
e Consistencia
e Olor

e Sabor

9.2.3 CARACTERES MICROSCOPICOS

Para estudiar los componentes microscopicos de los especimenes que se pretende
identificar, se realizaron cortes del basidioma y se colocaron en portaobjetos y cubreobjetos
de vidrio. Los cortes deben ser lo mas delgados posibles para poder apreciar las estructuras
en microscopio con el objetivo de 100X. Las estructuras microscopicas a observar son hifas

y fibulas, las preparaciones se realizan con ejemplares frescos.
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9.3 AISLAMIENTO DE CEPAS

El medio de cultivo se prepara de la siguiente manera: para preparar 500 ml de medio,
se agrega a un matraz 19.5 g de medio de cultivo PDA y se afora a 500 ml de agua
destilada. La solucién se esteriliza en autoclave por 20 minutos a 121°C. En seguida, se
vacia en cajas de Petri de 5 cm de diametro, con 10 ml por caja y se incuban a temperatura
ambiente por 24 horas antes de su uso.

Para la obtencion de las cepas, el método implementado es: el aislamiento fungico o
vegetativo, el cual consiste en tomar pequefios fragmentos ya sea del contexto o carne del
hongo con la ayuda de una aguja de diseccidn previamente esterilizada, y colocar esos
fragmentos en cajas Petri con medio de cultivo (PDA). Posteriormente, las cajas se incuban

a temperatura ambiente y se revisan cada 3 dias para descartar posibles contaminantes.

Una vez llena la caja, se resembra de manera consecutiva para obtener un cultivo puro y
se visualiza al microscopio para la identificacion de fibulas, caracter de gran importancia
para saber si el micelio es monocaridtico o dicariético ademas de corroborar que

efectivamente se trata de un basidiomiceto y evitar observar posibles contaminantes.

9.3.1 CINETICA DE CRECIMIENTO MICELIAL EN MEDIO SOLIDO

La cinética se realiza en cajas Petri de 5 cm de diametro con 10 ml de medio sélido. Se
coloca un fragmento de micelio en el centro de la caja y se encuban a 24°C, hasta que el
micelio cubra por completo el medio de cultivo, se registra la medida del diametro ocupado

por el micelio cada 24hrs.

9.3.2 TASA ESPECIFICA DE CRECIMIENTO EN MEDIO SOLIDO
La tasa radial del crecimiento (Kr) se utiliza frecuentemente como una forma indirecta de
estimar la tasa especifica de crecimiento (l) y sus variaciones, calculandose de la siguiente

forma:
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En donde Kr es el tiempo expresado en dias y w es la zona periférica de crecimiento
expresado en milimetros (mm) y p es la tasa especifica de crecimiento expresado en
mm/dia, como se muestra en la siguiente férmula (Sanchez Vazquez y Royse, 2001):

9.4 ANALISIS MICOQUIMICOS
9.4.1 EXTRACCION DE LOS METABOLITOS

Los cuerpos fructiferos colectados se secan a la sombra, se muelen y se someten a
extraccion por maceracion con los disolventes: diclorometano, metanol y agua cada 72 hrs.

Los extractos se concentran a presion reducida en un rotaevaporador Buchi.

9.4.2 ANALISIS CROMATOGRAFICO
Los extractos obtenidos con diclorometano y metanol se analizan por cromatografia en
capa fina, fase normal con diferentes sistemas de solventes. Las cromatoplacas son

reveladas con luz UV y con acido sulfarico.

Con la informacién obtenida por TLC, se hara una Cromatografia en columna, para
fraccionar los extractos. La columna es empacada con SiO, y utilizando una mezcla de
disolventes de diferentes polaridades (CH,Cl, — CH;OH). En una pipeta se adicioné gel de
silice y después se le agregd CH2CI2. Se pes6 1 gr del extracto de CH,Cl, de Tylopilus
felleus (color amarillo) y se disolvié con CH,Cl,. A continuacion el extracto se colocé en la

parte superior de la columna (figura 14).

Figura 14. Columna cromatografica para fraccionar el extracto de T. felleus
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La separacién se realiz6 iniciando con CH,CI, (primeras seis fracciones), a partir de la
fraccion 7 se le agregd 5 ml de una mezcla 3% metanol en CH,Cl,. En la fraccidon 8 se
cambié a 5 ml de una mezcla 5% metanol en CH,Cl,. La fraccién 10 tenia un color amarillo.
En la fraccion 11 se incrementd la concentraciéon de metanol hasta 10%. En la fracciéon 12
subié la concentracion a 15 % metanol en 5 ml de CH,Cl,. Y termino la columna al obtener la

fraccion 13.

9.5. CARACTERIZACION DE EXTRACTOS Y/O FRACCIONES CROMATOGRAFICAS
POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR Y ESPECTROMETRIA DE MASAS

Las fracciones mas abundantes y puras son preparadas para analisis espectroscopico,
15 mg de la muestra son disueltos en 0.5 mL de CDCI; y analizadas en un espectrometro de
RMN de 'H de 200 MHz marca Varian.

De forma separada 5 mg de la fraccion es disuelta en 1 mL de disolvente y enviada al

sistema acoplado Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (impacto electrénico).
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10. RESULTADOS

10.1 RECOLECTA DE ESPECIMENES FUNGICOS

La salida a recolectar fue el 08 de septiembre del 2019 al sur del Estado de Morelos
en el municipio de Puente de Ixtla se encuentra Cerro Frio (figura 15), que alcanza una
altura de 2,260 m esta zona presenta un clima céalido-subhimedo. En cuanto a la
vegetacion en este tipo de clima se presenta el bosque pino-encino (Enciclopedia de los

Municipios y Delegaciones de México).

—

Figura 15. Vista panoramica desde la cima de Cerro frio.

Se recorri6 el cerro con el objetivo de llegar a la cima y encontrar especimenes en el
camino (figura 16), se recolectaron en total 10 especimenes en buen estado, entre ellos
se encuentran los hongos Tylopilus felleus y Tylopilus plumbeoviolaceus, los cuales
fueron llevados al Laboratorio de Micologia del Centro de Investigaciones Bioldgicas de la
UAEM.
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Figura 16. Especimenes recolectados de Tylopilus felleus y de Tylopilus
plumbeoviolaceus. En A se muestra un espécimen de Tylopilus felleus recolectado en
Cerro Frio, en el municipio de Puente de Ixtla. En B se muestra un espécimen recolectado
de Tylopilus plumbeoviolaceus. En C se muestran los especimenes recolectados de

Tylopilus felleus y de Tylopilus plumbeoviolaceus.

Los especimenes fueron identificados por el M. C. Elizur Montiel Arcos,
posteriormente fueron separados segun la especie, se les peso (figuras 17 y 18) y se

separ6 de cada especie un espécimen para efectuar el aislamiento vegetativo.

A. 7410 gr

A. 36.55 gr A. 66.40 gr

A. 30.10 gr

Figura 17. Ejemplares de los hongos recolectados del grupo de Tylopilus felleus

39



B. 46.25 gr B. 68.15 gr

B. 144.75 gr

Figura 18. Ejemplares de los hongos recolectados del grupo de Tylopilus
plumbeoviolaceus.

El hongo Boletus edulis fue recolectado en la Colonia del Bosque, Cuernavaca,
Morelos. Posteriormente, los ejemplares fueron deshidratados, ademas se compr6é una
caja con 50 g del hongo Boletus edulis Italiano en una tienda naturalista de Ila
empresa Hanseatik, S.A. de C.V., con el nombre comercial de “Hongo Porcini

deshidratado Boletus edulis”. (Figuras 19y 20)
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Figura 19. Ejemplares de los hongos recolectados del grupo Boletus edulis.

HANSEATIK

Hongo Porcini
deshidratado

Figura 20. Boletus edulis de origen italiano en caja comprado de la empresa Hanseatik

Se hizo una segunda recolecta de especimenes en la siguiente temporada de
lluvias y se tomaron las medidas del cuerpo fructifero, ademas se les peso en fresco y en
seco. Estos especimenes solo se usaron para poder aislar las cepas de los hongos y

conservarlas.

10.2 AISLAMIENTO DE LOS HONGOS RECOLECTADOS

Para conservar el micelio de los hongos recolectados, se efectud el aislamiento en
cajas Petri. Se usaron los medios de cultivo disponibles en el Laboratorio de Micologia
(PDA; medio modificado: malta, cereal comercial y agar). Se selecciond un espécimen de
una especie y se le corté un pequefio pedazo del sombrero del hongo, después con una
aguja de diseccion se tomaron cinco pedazos de la carne interior del sombrero y se
colocaron en una de las cajas Petri, este proceso se repitié con las otras dos cajas (figura
21).

El primer aislamiento fue realizado con un medio de cultivo compuesto de: agar, cereal
y malta en 3 cajas Petri para cada hongo. Después de un par de semanas se observé que

el crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus era lento, pero después de 3 semanas se
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manifestod la contaminaciéon en la caja Petri. En cambio, para Boletus edulis, Tylopilus
felleus y Boletus edulis (italiano, comprado en supermercado) el crecimiento fue nulo y

algunas cajas se contaminaron.

Figura 21. Aislamiento de Boletus edulis y Tylopilus en medio de cultivo modificado
(cereal, malta y agar). A) representa el aislamiento del hongo Tylopilus felleus; B
representa el aislamiento del hongo Tylopilus plumbeoviolaceus; C) representa a los
especimenes de Boletus edulis recolectados y comprados utilizados para el aislamiento

de la cepa.

En un segundo experimento se intentd cultivar Tylopilus plumbeoviolaceus usando
como medio de cultivo: Maseca en polvo y agar en 5 cajas Petri. Se les hicieron

observaciones diarias, pero al pasar los dias no se veia crecimiento del hongo (figura 22)

Figura 22. Crecimiento de la cepa Tylopilus plumbeoviolaceus en medio de maiz. A)
primer dia de registro del crecimiento de la cepa; B) registro del dia 10, sin ver

crecimiento de la cepa; C) registro del dia 20, no hay crecimiento de la cepa.

En un tercer experimento (por duplicado) se utilizé el medio PDA, y a cada caja Petri
se le agreg6 un pedazo del hongo T. plumbeoviolaceus. Al cabo de unas semanas se

observo que en las cajas de PDA con el hongo, el micelio estaba creciendo. Después de
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dos meses el micelio creci6 aproximadamente 5 cm de didmetro (figura 23). En este
tiempo el micelio fue resembrado en 4 cajas nuevas. Con los deméas hongos no se logro el

crecimiento del hongo y las cajas se contaminaron.

Figura 23. Cepa de T. plumbeoviolaceus aislada del cuerpo fructifero creciendo en medio
PDA

10.3 CINETICA DE CRECIMIENTO DE Tylopilus plumbeoviolaceus

Se preparé medio PDA para 4 cajas Petri de 5 cm de diametro, Se sembré el hongo
usando la técnica de caja a caja, el procedimiento fue el mismo de cuando se aislaron los
hongos la primera vez, se tomé la caja Petri donde creci6 el hongo T. plumbeoviolaceus y
se le corté un pedazo de 1 cm® aproximadamente usando una aguja de diseccion, y se
colocé en medio de cada caja Petri con PDA, se sellaron y se etiquetaron con la fecha 29
de noviembre del 2018. Siendo hasta el 24 de diciembre de ese afio cuando el micelio
cubrié el pequefio pedazo de PDA de la caja original que venia junto con el hongo al
momento de resembrar y que comenzé a expandirse por toda la caja Petri se comenzo a

medir el diAmetro de hongo cada cuatro dias usando una regla (TABLA 2).

Tabla 2. Mediciones del crecimiento del hongo Tylopilus plumbeoviolaceus en las 4 cajas

Petri.
Fecha Numero de caja Diametro del micelio (cm)
1 1.8
2 1.6
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24 de diciembre del 2018

1.8

15

02 de enero del 2019

2.3

2.1

24

2.0

06 de enero del 2019

2.5

2.3

2.6

2.2

10 de enero del 2019

2.8

2.7

2.9

2.4

14 de enero del 2019

3.2

3.1

3.2

29

44




1 3.7
2 3.6
19 de enero del 2019 3 3.7
4 34
1 4.0
2 3.9
22 de enero del 2019 3 4.0
4 3.6

SEGUNDA MEDICION

Se prepararon cinco cajas Petri de 5 cm de diametro con medio de PDA como se
hicieron en la primera medicion, y se resembré el hongo T. plumbeoviolaceus a partir de
una de las cajas que se les tomaron las medidas de crecimiento. En la figura 24 se
muestran las medidas de crecimiento de una de las cajas medida cada diez dias durante

un mes con su respectiva fotografia.

Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30
0.80 cm 1.30 cm 1.65cm 2.20cm

Figura 24. Crecimiento del hongo T. plumbleoviolaceus en medio PDA a temperatura 30-

35 °C y en oscuridad.
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Una vez que el hongo ha crecido casi hasta llenar la caja, se puede hacer una
preparacion para observar al microscopio las hifas y fibulas (figura 25).

Figura 25. Hifas del hongo Tylopilus plumbeoviolaceus bajo el microscopio, en las

imagenes estan sefialadas las fibulas que presentan las hifas del hongo.
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10.4 CULTIVO SUMERGIDO DE Tylopilus plumbeoviolaceus EN MATRAZ
10.4.1 EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO

Figura 26. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus en medio sumergido con papa al
3% y malta al 2%. A) Matraz recién inoculado con la cepa; B) Cepa a los diez dias de
agitacion continua; C) Crecimiento de la cepa a los 20 dias; D) Es la cepa creciendo a los
30.

Figura 27. En las figuras (E, F, G, H) se us6 un medio preparado con papa al 3% y
sacarosa al 2% aforados a 3 litros de agua destilada. La figura E es el matraz recién
inoculado con la cepa del Tylopilus plumbeoviolaceus. La figura F es el crecimiento de la
cepa después de diez dias de agitacién continua. La figura G es el crecimiento a los 20

dias. Y la figura H es la cepa creciendo a los 30 dias en medio sumergido.

Figura 28. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus en medio sumergido con diferentes

fuentes de carbono. En las figuras A, B, C se us6 un medio preparado con papa al 3%,
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malta al 2% y glucosa al 2% aforados a 3 litro de agua destilada. La figura A es el matraz
recién inoculado con la cepa del Tylopilus plumbeoviolaceus. La figura B es el
crecimiento de la cepa después de 30 dias de agitacion continua. La figura C es el
crecimiento de la cepa a los 60 dias en medio sumergido.

Figura 29. En las figuras E, F, G se us6 un medio preparado con papa al 3% y glucosa al
2% aforados a 3 litros de agua destilada. La figura D es el matraz recién inoculado con la
cepa del Tylopilus plumbeoviolaceus. La figura E es el crecimiento de la cepa después de
30 dias de agitacion continua. La figura F es el crecimiento a los 60 dias en medio

sumergido.

Estos resultados indican que si es posible crecer el hongo Tylopilus plumbeoviolaceus
de manera ex situ en medio sumergido, determinandose que la mejor opcién para
continuar con los experimentos del crecimiento de la cepa es usando como fuente de

carbono es el medio de papa al 3% y malta al 2% aforados a 3 litros de agua destilada.

10.4.2 EFECTO DEL pH

Se hicieron pruebas usando el medio de papa al 3% y malta al 2%, aforado a 3 litros
de agua destilada usando diferente pH (4, 6 y 7) por triplicado, agitandose a 144 rpm a
temperatura ambiente durante 30 dias. Los resultados se muestran en las figuras 30 y 31.
La cepa solo crecié en pH 6 y 7 en los demas matraces no se produjeron pellets. En el
medio de pH 7 el crecimiento tardé un poco mas a comparacion con el de pH 6 ya que a
partir de los primeros diez dias empez6 a producir pellets mientras que el medio de pH 7
empez0 a producir pellets durante la ultima semana del experimento. Se midié el pH al
terminar los 30 dias, dando como resultado que el medio que empezd con un pH de 6

cambi6 a 3, mientras que el medio que empezo6 con un pH de 7 cambié a 4.
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Figura 30. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus en medio sumergido con papa al
3% y malta al 2%con un pH de 6. A) matraz recién inoculado con la cepa; B) cepa a los
diez dias de agitacién continua; C) crecimiento de la cepa a los 20 dias; D) es la cepa
creciendo a los 30.

Figura 31. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus en medio sumergido con papa al

3% y malta al 2%con un pH de 7. E) matraz recién inoculado con la cepa; F) cepa a los
diez dias de agitacién continua; G) crecimiento de la cepa a los 20 dias; H) es la cepa

creciendo a los 30.

Se hizo un experimento con medio PDA en cajas Petri usando diferentes pH (5, 6, 8) y
comparando el crecimiento de la cepa con el medio PDA sin cambiar el pH (control) hasta
llenar la caja Petri (figuras 32, 33, 34, 35 y 36); se hizo por duplicado en cada pH
diferente. Los datos de las mediciones del hongo en diferentes pH se encuentran en las
Tablas 3, 4, 5, 6. Ademas de una grafica que marca la diferencia de crecimientos en

diferentes pH en relacion con el paso del tiempo (figura 37).
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Figura 32. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus a los 13 dias. En la A muestra el
crecimiento a un pH de 5.9 (Control). En la B el medio fue ajustado a un pH de 5. En C el
medio fue ajustado a un pH de 6. En la D el medio fue ajustado a un pH de 8

Figura 33. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus a los 22 dias. En la E muestra el
crecimiento a un pH de 5.9 (Control). En la F el medio fue ajustado a un pH de 5. En G el

medio fue ajustado a un pH de 6. En la H el medio fue ajustado a un pH de 8

Figura 34. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus a los 30 dias. En la | muestra el
crecimiento a un pH de 5.9 (Control). En la J el medio fue ajustado a un pH de 5. En K el

medio fue ajustado a un pH de 6. En la L el medio fue ajustado a un pH de 8
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Figura 35. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus a los 37 dias. En la M muestra el

crecimiento a un pH de 5.9 (Control). En la N el medio fue ajustado a un pH de 5. En N el

medio fue ajustado a un pH de 6. En la O el medio fue ajustado a un pH de 8

Figura 36. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus a los 37 dias. En la P muestra el

crecimiento a un pH de 5.9 (Control). En la Q el medio fue ajustado a un pH de 5. En R el

medio fue ajustado a un pH de 6. En la S el medio fue ajustado a un pH de 8

Tabla 3. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus en PDA (Control pH 5.9) durante 44

dias
REPETICIONES TIEMPO CRECIMIENTO PROMEDIO m Promedio
(DiA) (mm)
INOCULO R1 0 0.5
INOCULO R2 0 0.5 0.5
CONTROL R1 13 10.5 0.80 0.88
CONTROL R2 13 12.5 11.5 0.96
CONTROL R1 22 28 1.27 1.37
CONTROL R2 22 32.5 30.25 1.47
CONTROL R1 30 55 1.83 1.97
CONTROL R2 30 63.5 59.25 2.11
CONTROL R1 37 91 2.45 2.61
CONTROL R2 37 102.5 96.75 2.77
CONTROL R1 44 135 3.06 3.19
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CONTROL

R2

44

146.5

140.75

Tabla 4. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus en PDA ajustado a pH 5 durante 44

dias
REPETICIONES | TIEMPO CRECIMIENTO | PROMEDIO m PROMEDIO
(DIA) (mm)
INOCULO R1 0 0.5
INOCULO R2 0 0.5 0.5
PH5 R1 13 14.5 1.11 0.96
PHS5 R2 13 10.5 12.5 0.80
PHS5 R1 22 36.5 1.66 1.47
PH5 R2 22 28.5 32.5 1.29
PHS5 R1 30 70 2.33 2.10
PHS5 R2 30 56.5 63.25 1.88
PH5 R1 37 112.5 3.04 2.74
PH5 R2 37 90.5 101.5 2.44
PH5 R1 44 159.5 3.62 3.29
PH5 R2 44 130 144.75 2.95

Tabla 5. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus en PDA ajustado a pH 6 durante 44

dias
REPETICIONES TIEMPO CRECIMIENTO PROMEDIO m PROMEDIO
(DiA) (mm)
INOCULO R1 0 0.5
INOCULO R2 0 0.5 0.5
PH6 R1 13 11.5 0.88461538 0.92
PH6 R2 13 12.5 12 0.96153846
PH6 R1 22 32 1.45454545 1.46
PH6 R2 22 32,5 32.25 1.47727273
PH6 R1 30 63.5 2.11666667 2.1
PH6 R2 30 62.5 63 2.08333333
PH6 R1 37 102.5 2.77027027 2.73
PH6 R2 37 99.5 101 2.68918919
PH6 R1 44 146.5 3.32954545 3.27
PH6 R2 44 142 144.25 3.22727273
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Tabla 6. Crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus en PDA ajustado a pH 8 durante 44

dias
REPETICIONES | TIEMPO CRECIMIENTO | PROMEDIO m PROMEDIO
(DIA) (mm)
INOCULO R1 0 0.5
INOCULO R2 0 0.5 0.5
PH8 R1 13 6.5 0.5 0.53
PH8 R2 13 7.5 7 0.57
PH8 R1 22 16 0.72 0.78
PH8 R2 22 18.5 17.25 0.84
PH8 R1 30 33 1.1 1.16
PH8 R2 30 37 35 1.23
PH8 R1 37 62 1.67 1.73
PH8 R2 37 66 64 1.78
PH8 R1 44 95 2.16 2.24
PH8 R2 44 102.5 98.75 2.33
CINETICA DE CRECIMIENTO A DIFERENTES pH
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£
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Figura 37. Gréfica del crecimiento de Tylopilus plumbeoviolaceus en medio PDA a un pH

ajustado a 5, 6, 8 y comparandolos con el medio PDA sin ajustar el pH (5.9 control)
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durante 44 dias. Siendo el pH 5 en el que se ve un crecimiento ligeramente mayor a
comparacion del control, seguido por el pH 6.

ANALISIS DE POLISACARIDOS

Al término del periodo de crecimiento de la biomasa de Tylopilus
plumbeoviolaceus se filtr6 la biomasa del medio de cultivo sobre un papel filtro. La
biomasa se secd en una estufa hasta alcanzar un peso constante. La fase liquida del
cultivo sumergido se dej6 secar a temperatura ambiente y al residuo se le disolvié en
agua, y volvié a filtrar. El filtrado se dejo secar y al residuo (15 mg) se le disolvié en D,0
para obtener su espectro de RMN (figura 38).

ILRO5:05-1H Jesds medio cultivo
ILRO5-05
1H, D20

28/03/2019 320
VNU

RERES 7)1 \LaR TES M,WJ" :

2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0
f1 (ppm)

Figura 38. Espectro de RMN *H (200 MHz, D,0) del residuo soluble en agua del medio

agotado en cultivo sumergido de Tylopilus plumbeoviolaceus.

10.5 ANALISIS MICOQUIMICO
10.5.1 EXTRACCION POR MACERACION EN DICLOROMETANO

Los cuerpos fructiferos de todos los hongos recolectados y comprados fueron secados
y pesados (tabla 7). Los hongos molidos se pusieron en matraces diferentes, uno para
cada uno. El cuerpo fructifero de Tylopilus felleus se colocé en un matraz de 1 litro, el

cuerpo fructifero de Tylopilus plumbeoviolaceus se puso en un matraz de 250 ml y de
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igual manera se colocé Boletus edulis (italiano, caja) en un matraz de la misma capacidad

y finalmente el hongo Boletus edulis mexicano se coloc6 en un matraz de 500 ml.

Tabla 7. Peso de los hongos secos

HONGO PESO (gr)
Tylopilus felleus 113 gr
Tylopilus plumbeoviolaceus 43 gr
Boletus edulis mexicano 109 gr
Boletus edulis italiano (caja) 41 gr

A cada uno de los matraces se les agrego diclorometano hasta que el volumen
estuviera 2 cm arriba de la superficie del hongo, se les dejé en reposo 6 dias. Se
comenzo a filtrar el hongo Boletus edulis italiano (caja) usando papel filtro. La solucion
resultante fue evaporada en un rotavapor. Obteniéndose de esta manera el extracto
soluble en diclorometano, el cual después fue pesado (tabla 8). Este mismo proceso se
usé para los otros 3 matraces, usando un papel filtro y un matraz bola diferente para cada
hongo. Este procedimiento se realizé dos veces.

Tabla 8. Peso de los extractos de diclorometano de los hongos

HONGO PESO (gr)
Tylopilus plumbeoviolaceus 0.3734
Boletus edulis italiano (caja) 0.6435
Boletus edulis mexicano 1.5869
Tylopilus felleus 0.5765

Una fraccion de los extractos obtenidos fueron pesados (4 mg) y disueltos en
diclorometano para ser analizados con el sistema analitico cromatografia de gases —
espectrometria de masas.
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ILRO6_01=T. felleus
ILRO6_02=T. plumbeoviolaceus
ILRO6_03= B. edulis mexicano
ILRO6_04= B. edulis italiano (caja)

10.5.2 ANALISIS DE LOS EXTRACTOS SOLUBLES EN CH.CI, DE Tylopilus felleus,
Tylopilus plumbeoviolaceus y Boletus edulis

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

A los extractos obtenidos se les analiz6 por cromatografia en capa fina de SiO, sobre
aluminio, utilizando un sistema de elucion CH,Cl, / CH3;OH (90:10). Las placas se
revelaron con luz UV y H,SO,.

Figura 40. Cromatoplaca de los extractos de CH,Cl, revelados con &cido sulfurico.
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C- Boletus edulis italiano (Caja); M- Boletus edulis mexicano; P- Tylopilus
plumbeoviolaceus; F- Tylopilus felleus

ANALISIS CROMATOGRAFIA DE GASES - ESPECTROMETRIA DE MASAS

En las figuras 41, 42, 43 y 44 se presentan los cromatogramas obtenido por deteccién
de iones totales de los cuatro extractos solubles en diclorometano de los hongos:
Tylopilus felleus, Tylopilus plumbeoviolaceus, Boletus edulis (México) y Boletus edulis
(Italia). Los cromatogramas de los cuatro extractos muestran similitudes, se puede
observar que hay un componente mayoritario (tr = 54.9 — 55.1 min) y cuatro menos
abundantes. El cromatograma de Boletus edulis italiano presenta otros componentes con

tiempos de retencion superiores a 55.5 min.

Abundance

TIC: ILRO601.D
55.12
1.1le+07

le+07
9000000
8000000
7000000
6000000
5000000

4000000 32..35-83 42.15
35.71

3000000 R
's5.53
2000000
z0.25°°
1000000 56.08
36.31
. [N

T e A e e T
Time--=

Figura 41. Cromatograma del extracto soluble en diclorometano de Tylopilus felleus.
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Figura 42. Cromatograma del extracto soluble en diclorometano de Tylopilus
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Figura 43.
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Cromatograma de iones totales del extracto soluble en diclorometano de

Boletus edulis mexicano.
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Figura 44. Cromatograma del extracto diclorometano de Boletus edulis italiano.

Los espectros de masas de los picos sugieren que el componente con tr = 55 min

corresponden a una estructura de tipo esteroidal, teniendo como estructura probable la de

ergosterol. Los espectros de masas de los picos con tr = 32, 35 y 42 min corresponden a

acidos grasos o monoacilglicéridos. Lo que permite resumir que los componentes

principales de los extractos solubles en diclorometano de los cuatro hongos son acidos

grasos y terpenos de tipo esteroidal (figuras 45, 46, 47 y 48).
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Figura 45. Espectro de masas del pico cromatografico con tiempo de retenciéon 32.52 min

y su comparacion espectral con la Biblioteca NIST.
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Figura 46. Espectro de masas del pico cromatografico con tiempo de retenciéon 35.71 min

y su comparacion espectral con la Biblioteca NIST.
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Figura 47. Espectro de masas del pico cromatografico con tiempo de retencion 35.82 min

y su comparacion espectral con la Biblioteca NIST.
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Figura 48. Espectro de masas del pico cromatografico con tiempo de retenciéon 42.06 min

y su comparacion espectral con la Biblioteca NIST.

ANALISIS POR RMN

Los espectros de RMN de los extractos de diclorometano de los cuatro hongos,

indican que los &cidos grasos son los componentes principales. En el espectro de T.

plumbeoviolaceus (figura 49) también se observan sefales de un triterpeno en baja

abundancia.
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Figura 49. Espectro de RMN del extracto de diclorometano de T. felleus (200 MHz,
CDCly).
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Figura 50. Espectro de RMN del extracto de diclorometano de T. plumbeoviolaceus (200
MHz, CDCly).
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Figura 51. Espectro de RMN del extracto de diclorometano de Boletus edulis recolectado
en Cerro Frio (200 MHz, CDCls).
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Figura 52. Espectro de RMN del extracto de diclorometano de Boletus edulis comprado
(200 MHz, CDCly).

El fraccionamiento del extracto de diclorometano de Tylopilus felleus por
cromatografia en columna permitié aislar una fraccion, cuyos espectros de RMN Uni- y
Bidimensionales sugieren que se trata de una mezcla de acido graso y un triterpeno o un

compuesto esteroidal (figuras 54 y 55).
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Figura 53. Espectro de RMN 'H de la fraccion 6 del extracto diclorometano de Boletus

edulis mexicano.
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Figura 54. Espectro de RMN *H de la fraccion 10 del extracto diclorometano de

Tylopilus felleus.
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Figura 55. Espectro de RMN *C de la fraccion 10 del extracto diclorometano de Tylopilus

felleus.
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Figura 56. Espectro de RMN HSQC de la fraccion 10 del extracto diclorometano de

Tylopilus felleus.
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Figura 57. Espectro de RMN COSY de la fraccién 10 del extracto diclorometano de

Tylopilus felleus.
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Figura 58. Espectro de RMN HMBC de la fraccién 10 del extracto diclorometano de

Tylopilus felleus.
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Tabla 9. Comparacion de desplazamientos quimicos del metabolito obtenido de la RMN

con los datos de RMN del ergosterol (Islas-Santillan, et al. 2018).

& 'H §°C
Ergosterol metabolito | Ergosterol metabolito

1 0.95,1.73 1.02, 1.79 | 38.77 37
2 1.59, 1.63 1.70,1.68 | 27.35 28
3 3.2 3.3 79.01 78
4 1.38,1.53 38.92 39
5 139 139
6 5.2 5.22 118 119
7 5.1 5.22 119 119
8 139 139
9 1.33 1.31 54.48 55
10 37.12

11 1.28,1.54 12,15 21.43 22
12 1.10, 1.69 11,17 26.17 26
13 1.68 1.7 39.17 40
14 1.25 1.3 42.02

15 51 5.1 26.64

16 51 5.2 138.31 139
17 2.0 138.53 139
18 1.97 48.67

19 2.11 39.40

20 51 5.22 119 119
21 139 139
22 137,141 39.88

23 0.97,0.85 28.02

24 0.76 0.5 15.39 15
25 0.85 0.9 16.78 17
26 1.02 1.0 15.87 16
27 0.94 0.9 14.76 15
28 0.86 0.8 19.49 20
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Figura 59. Ergosterol
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10.5.2 EXTRACCION POR MACERACION EN METANOL

Al material fungico residual de la maceracién con diclorometano se le agrego metanol.

Se dej6 reposar durante 6 dias, al cabo de este tiempo se filtré6 el macerado y el

disolvente se elimin6 con el rotavapor. Este procedimiento se repitio tres veces (tabla 10).

Tabla 10. Peso de los extractos metandlicos de los hongos:

HONGO PESO (gr)
Tylopilus felleus

4.3287
Tylopilus plumbeoviolaceus

2.4953

Boletus edulis mexicano

11.1452
Boletus edulis italiano (caja)

5.5344

Figura 60. Cromatoplaca de los extractos solubles en metanol bajo luz ultravioleta
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Figura 61. Cromatoplaca de los extractos de metanol revelados con acido y calor. C-
Boletus edulis italiano (Caja); M- Boletus edulis mexicano; P- Tylopilus plumbeoviolaceus;
F- Tylopilus felleus

Se hizo una cromatografia en placa fina con las fracciones eluidas, revelando con
H.SO,y se le aplicé calor (figura 62).

Figura 62. Cromatoplaca de las fracciones 1, 2, 3y 10 y extracto de Tylopilus felleus
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11. DISCUSION

Las caracteristicas taxonomicas de los hongos recolectados Tylopilus
plumbeoviolaceus, Tylopilus felleus y Boletus edulis concuerdan con lo reportado por
Snell y Dick (1970), Rodriguez Ramirez (2009) y Kobold (2000) respectivamente.

Tylopilus felleus y Tylopilus plumbeoviolaceus fueron registrados por (Lopez-
Eustaquio, et al. 1984). Sin ningun estudio quimico, s6lo taxondmico, del Corredor
Biolégico Chichinautzin. EIl cultivo de hongos en fase solida no permite obtener los
componentes bioactivos en breves periodos de tiempo (dias) y con procesos de
purificacién sencillos, a comparacion de los métodos biotecnoldgicos. El objetivo actual
del cultivo en medio liquido del micelio de macrohongos consiste en aumentar la

produccion de los metabolitos bioactivos.

Considerando que los polisacaridos son los metabolitos mas abundantes y con gran
variedad de actividades bioldgicas, resulta importante efectuar investigacion con aquellos
hongos que no son tan conocidos, pero que podrian tener buenos rendimientos en cultivo

sumergido, como es el caso de Tylopilus plumbeoviolaceus.

Godbout y Fortin (1990), consideraban que seria poco probable que los hongos
ectomicorricicos produzcan sus cuerpos fructiferos en un medio de cultivo artificial. Sin
embargo, gracias a los avances en investigaciones en afos posteriores, ya se ha logrado
el aislamiento de algunos hongos ectomicorrizégenos asi como la obtencién del cuerpo
fructifero (Galindo Flores y Santiago Martinez 2003) pero las condiciones en las que el
hongo crece juegan un papel importante, ya que no todos los hongos crecen en las

mismas condiciones.

El hongo Boletus luridellus, tiene un crecimiento relativamente rapido al ser cultivado
en medio de Melin Norkrans modificado, observandose un crecimiento de 3.9 cm por mes
y 2.8 cm en promedio por mes respectivamente a un pH de 6.5 (Garza Ocafias, et al.
2018). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la rapidez de crecimiento
de Tylopilus plumbeoviolaceus es de 2.2 cm/mes, aunque siendo menor a B. luridellus se

logro se aislamiento.
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La capacidad que tienen los hongos en tolerar diferentes valores de pH puede influir
en la colonizacion y establecimiento de las micorrizas (Galindo Flores y Santiago
Martinez, 2003). Esto es debido a que incide sobre el caracter ionico del medio e influye
directamente sobre las proteinas de la membrana y sobre la actividad de las enzimas
ligadas a la pared celular; es decir, afecta directamente su metabolismo (Sanchez
Vazquez y Royse, 2001). El cultivo sumergido de Tylopilus plumbeoviolaceus presenté un
cambio en el pH tendiendo a la acidificacion, esto se vio en los experimentos usando el
medio de papa, dando como resultado que el medio que empezé con un pH de 6 cambid
a 3, mientras que el medio que empez6 con un pH de 7 cambié a 4. Pereira, et al. (2014)
reportan que el hongo ectomicorricico Lactarius aff. Deliciosus también presenta esa
caracteristica, ademas menciona que el grado de acidificacién aumenta a medida que el
valor de pH inicial del medio fue mayor, independiente de las condiciones de cultivo

(estética o agitacion).

Por otra parte, un factor relevante en el crecimiento de los hongos
ectomicorrizdgenos es la fuente de carbono (Galindo Flores y Santiago Martinez, 2003).
El carbono puede ser utilizado por el hongo a partir de diferentes fuentes como
carbohidratos, lipidos, etc. (Sanchez Vazquez y Royse, 2001). Tanto Lyophyllum shimeji
como Hebeloma spp utilizan almidén y compuestos relacionados (Ohta 1997), que les
permiten el crecimiento de una gran cantidad de micelio, lo que facilita la produccién
posterior de cuerpos fructiferos sin una planta huésped; al igual que en algunos casos de
hongos del género Suillus que crecen mejor en medio de PDA (Murrieta-Hernandez, et al.
2014). La preferencia que tiene Tylopilus plumbeoviolaceus con el medio de papa y malta
sobre el medio que cambia la malta por la glucosa y la sacarosa en cultivo sumergido es
notable al haber crecimiento el hongo en ese medio mientras que en los que tenian

glucosa y sacarosa el crecimiento fue nulo.

Dentro de los pocos trabajos que se tienen sobre el cultivo de Tylopilus esta Kikuchi,
K., Matsushita, N., y Suzuki, K. (2009) donde mencionan que Tylopilus castaneiceps fue
cultivado a diferentes concentraciones de agar, donde se vieron mejores resultados

fueron al 0.25 y 0.50 % concentracién de agar, concluye que la concentracion de agar
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afecta la difusion de solutos. Siendo los resultados que aqui se presentan los segundos
en reportados sobre el cultivo sumergido de Tylopilus.

Con relacion a la obtencion de metabolitos del medio agotado de un cultivo de
Tylopilus, éste es el primer reporte, en el cual se logro aislar una fraccion de polisacaridos
solubles en agua. Con este resultado se puede considerar a Tylopilus plumbeoviolaceus
como un hongo productor de polisacaridos con potencial actividad bioldgica.

Por otro lado, los resultados obtenidos en la parte quimica de los hongos Tylopilus y
Boletus indican la presencia de acidos grasos y terpenos de tipo esteroidal siendo el
ergosterol uno de ellos. Este resultado es coherente con lo mencionado con el trabajo de
Wu et al. en 2000 quienes aislaron dos secoergosteroles, 3[3-hidroxi-8a, 9a-oxido-8,9-
secoergosta-7,9 (11), 22-trieno (tylopiol A) (1) y 3p-hidroxi-8a, 9a-oxido-8, 9-secoergosta-
7,22-dien-12-ona (tylopiol B) (2), de los cuerpos de fructiferos de Tylopilus
plumbeoviolaceus, junto con tres compuestos conocidos, ergosta-7,22-dien-33-ol, uridina,
y allitol. Afios mas tarde Wu et al. en 2009, estudiaron los constituyentes quimicos de
Tylopilus plumbeoviolaceus y mencionan que se aislaron cinco compuestos y se
identificaron como ergosterol (I), ergosterol 5a, 8a-perosido (Il), ergotioneina (lll),
adenosina (IV), uracilo (V). Todos estos compuestos fueron obtenidos de este hongo

superior por primera vez.

El andlisis por cromatografia de gases acoplado con detector de masas, muestra la
presencia de &cidos grasos saturados e insaturados como los metabolitos mas
abundantes en los extractos solubles en diclorometano de los cuerpos fructiferos en los
tres hongos estudiados. El andlisis de los espectros de masas y la comparacion espectral
en la biblioteca de espectros NIST, indican que los acidos oleico y linoleico son los 4cidos
mas abundantes en los cuerpos fructiferos de los tres hongos estudiados. Otro &cido
presente es el acido palmitico (como ester metilico). Los espectros de RMN
unidimensionales confirman la presencia de dobles enlaces C = C, correspondientes a los

acidos oleico y linoleico.

La presencia de acidos carboxilicos (grasos) en hongos, aunque no es novedosa, si
es importante porgue el contenido de Acidos grasos omega se esta demostrando en la
actualidad que tienen funciones importantes en la bioquimica y farmacologia de los seres

vivos animales, incluyendo al ser humano.
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12. CONCLUSIONES

Se logr6 aislar en caja Petri por medio vegetativo Tylopilus plumbeoviolaceus,
utilizando medio de cultivo de PDA, aunque el crecimiento es lento.

Se logré establecer un medio el cultivo sumergido de Tylopilus plumbeoviolaceus en
un medio malta y papa a un pH inicialde 6 y 7.

El cambio de pH de 5.6 a 6 increment0 la cinética de crecimiento en medio sumergido
pasando de 2 a 1 mes, con un consecuente aumento de la biomasa producida. Por otro
lado, en medio sélido se ve un crecimiento ligeramente mayor en pH 5 y 6 comparandolo

con el pH de 5.6, mientras que el crecimiento en pH 8 se ve mas reducido.
El estudio micoquimico mostré similitud en la composicién metabolica de Boletus

edulis mexicano e italiano, asi como de Tylopilus felleus y Tylopilus plumbeoviolaceus,

siendo los acidos grasos y ergosterol los metabolitos mas abundantes.
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