=X
g\

IzTACALA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR
DE BASIDIOMICETOS DE VILLA DEL CARBON,
ESTADO DE MEXICO: DETECCION DE COMPUESTOS
ACTIVOS DE LOS TAXA MEDICINALES

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B I o) L o) G A
P R E S E N T A:

ARIADNA CONTRERAS JUAREZ

DIRECTORA DE TESIS:

DRA. MARTHA MARTINEZ GARCIA
CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX.

2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg Sl IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Ariadna Contreras Juarez|FES Iztacala | 2018

Dedicada a quienes amo:
ElisaJ. L.y
EliasR. C. J.




Ariadna Contreras Juarez|FES Iztacala | 2018

AGRADECIMIENTOS

A mi directora de tesis, la Dra. Martha Martinez Garcia, por la dedicacion y excelencia
academica con la que forma a sus alumnos, por su amistad y compania en los momentos
de desesperanza, por su confianza y consejos en la eleccion de mi futuro.

A mis amigos y asesores, el M. en C. Alejandro Monsalvo y Carlos Rosas, por compartir
su intelecto y compaiiia.

A los academicos: Dr. Jorge Campos, Dr. Miguel Morales, Dra. Margarita Canales y M.
en C. Gloria Garduno, por su atencion y participacion en la realizacion del presente
trabajo.

A la Universidad Nacional Auténoma de México y a mis profesores, por brindarme una
nueva perspectiva de vida, basada en la filosofia del ser a partir del conocimiento
adquirido.

A mis padres por brindarme educacion, ética y valores, que siempre formaran las bases
de la persona que soy, por la entrega y sacrificio de sus propios objetivos en favor de
quienes aman, por ofrecerme una vida distinta.

A mis abuelos, por inculcarme la sabiduria del respeto y la nobleza del que nada espera.

A mis amigos, con los que he compartido espacio, sonrisas y objetivos de vida en el LBM
y la UBIPRO, gracias por su compaiia, apoyo y consejos.




Ariadna Contreras Juarez|FES Iztacala | 2018

INDICE

RESUMEN 7
INTRODUCCION
Biodiversidad de Hongos 8
Determinacion de Hongos Macroscopicos 9
Utilidad Medicinal de Hongos en México 15
Compuestos Fingicos de Importancia Medicinal 19
OBJETIVOS 24
METODOS
Zona de Estudio 25
Colecta de Material Biologico 25
Determinacion Morfologica 26
Métodos Moleculares 26
Extraccién de Acido Desoxirribonucleico 26
Reaccion en Cadena de la Polimerasa 27
Identificacién Molecular 27
Documentacion Etnomicologica 27
Compuestos Fangicos 28
Cromatografia Liquida de Alta Resoluci6n 28
Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas 28
RESULTADOS
Determinacion de los Taxa Colectados 30
Documentaciéon Etnomicologica 31
Compuestos del Tax6n Medicinal 33
DISCUSION
Determinacion de los Taxa Colectados 36
Uso Actual de los Taxa Determinados 41
Compuestos de Stereum hirsutum 45
CONCLUSIONES 49
PERSPECTIVAS 50
LITERATURA CITADA 51

ANEXOS 60




Ariadna Contreras Juarez|FES Iztacala | 2018

INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Fases reproductivas caracteristicas de un 12
Basidiomycete
Figura 2. Cladograma basado en la filogenia de Fungi 14
Figura 3. Cédice Magliabecchiano, representacion de la 16

ingesta de hongos sagrados en el México precolombino




Ariadna Contreras Juarez|FES Iztacala | 2018
INDICE DE CUADROS
Cuadro 1. Inventario de especies colectadas e informacién 31
etnomicologica obtenida.
Cuadro 2. Anilisis de S. hirsutum por HPLC, se observan 34
los tiempos de retencion (tR) y maxima absorcion (A max),
correspondientes a los compuestos y actividad biologica
mas probables.
Cuadro 3. Andlisis de S. hirsutum por GC-MS, se 35

observan los tiempos de retencion (tR), porcentajes de
abundancia (%) y compuestos correspondientes con la
biblioteca NIST 8.0, ademas de la actividad biologica mas
probable.




Ariadna Contreras Juarez|FES Iztacala | 2018

RESUMEN

Villa del Carbon, Estado de México, presenta caracteristicas ambientales que permiten la
proliferacién de basidiomicetos durante la temporada de lluvias, por ello el consumo y la venta
de hongos es comun para sus habitantes. La importancia de estos organismos estd dada en
funcion de su utilidad, debido a su potencial alimentario, neurotrépico o medicinal.
Investigaciones previas para el area de estudio han documentado una alta diversidad fangica,
sin embargo, sus resultados estan enfocados en la apreciacion econémica y alimentaria de estos
recursos, lo cual sugiere que no se cuenta con informacion especifica respecto a la diversidad y
usos de la micobiota silvestre, por lo anterior, en el presente estudio se identific6 a los hongos
colectados con la finalidad de reconocer su utilidad actual, haciendo énfasis en los recursos
medicinales. Se determinaron 36 especies; 35 Basidiomicetos pertenecientes a 4 6rdenes en los
que los Agaricales fueron representados por 7 familias; los Russulales y Poliporales por 2
familias; mientras que los Boletales s6lo por una; ademas de un Ascomiceto perteneciente al
orden de los Pezizales. Con base en la informacion molecular se obtuvieron 33 secuencias
correspondientes a las regiones ITS1, 5.8S e ITS2 del ARNT nuclear, mismas que en congruencia
con los datos morfologicos: 22 coinciden a nivel de especie, ocho a nivel de género, ademas de
tres secuencias que no corresponden con lo descrito en el GenBank; mientras que cuatro del
total de secuencias obtenidas, pertenecen a especies desconocidas, que no han sido registradas
en el GenBank del NCBI. Respecto al uso actual de los taxa, se aplicaron 29 entrevistas
semiestructuradas a partir de las cuales fueron reconocidas s6lo 30 especies: 18 utilizadas como
alimento; ocho a las que se les asigna nombre comun, sin embargo, no se les atribuye utilidad;
tres identificadas como tdxicas; mientras que so6lo el "hongo de palo" (Stereum hirsutum), fue
determinado como medicinal, por su aplicaciéon en el tratamiento de hemorragias nasales y
heridas cutdneas. Por Gltimo, para corroborar el potencial medicinal de S. hirsutum, se realiz6
un extracto metanélico crudo y mediante técnicas cromatograficas (HPLC y GC-MS), se
determiné la presencia de sesquiterpenoides, principalmente, mismos que en correspondencia

con la bibliografia cuentan con actividad antibacteriana, antifingica y nematicida.

Palabras clave: Stereum hirsutum, ITS, hongos medicinales, sesquiterpenoides.
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INTRODUCCION

Biodiversidad de Hongos—El estudio de la diversidad fingica a nivel mundial
requiere de la comprension de un mayor ntimero de ambientes, considerando la
proporcion de hongos existente por cada organismo con el que establecen algin tipo de
asociacion, por ello investigaciones recientes han ahondado respecto a la magnitud del
taxa mediante secuenciacion masiva y diversos métodos estadisticos (Mueller et al.,
2007; Schmit y Mueller, 2007), obteniendo cifras que oscilan desde 700 mil hasta 5.1
millones de especies, aproximaciones que por su variabilidad actualmente son objeto de

debate entre micologos (O'Brien et al., 2005; Mueller y Schmit, 2007; Blackwell, 2011).

Por lo anterior, la hipo6tesis predominante plantea la presencia de 1.5 millones de
especies de hongos en el mundo de los cuales sélo se ha descrito el 5.2%, lo cual hace
imprescindible el analisis de la diversidad faingica en los diferentes ecosistemas,
considerando que dicha riqueza es afectada significativamente por variaciones

ambientales, inclusive en momentos previos a su cuantificacion (Hawksworth, 1991).

En este contexto, debe priorizarse la investigacion en los paises que conservan el 10%
del total de la diversidad biolégica descrita en el planeta, los cuales son reconocidos
como megadiversos (Mittermeier y Goettsch, 1992), entre estos, México ocupa el quinto
lugar en relacion con su complejidad de geologica, biologica y cultural; ademéas de su
posicion biogeografica privilegiada y accidentada orografia (Toledo, 1994).
Considerando la peculiaridad del territorio mexicano, se ha calculado que en nuestro
pais podrian presentarse hasta 200,000 especies de hongos, contando con registro de
s6lo 6,500 especies, donde el 69% corresponde a hongos de importancia alimentaria,

econOomica y medicinal (Guzman, 2008).

En correspondencia con dichas estimaciones, el conocimiento referente al uso de los
hongos en México comprende solo el 2.25% del total de especies estimadas para nuestro
territorio, donde solo 15 de las 32 entidades federativas cuentan con datos del total de

especies conocidas, entre las cuales el Estado de México ocupa el quinto lugar a nivel
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nacional con 726 hongos macroscopicos registrados (Guzméan, 1998; Frutis y

Valenzuela, 2009; Aguirre et al., 2014).

El estudio de la diversidad de hongos en el Estado de México se ha llevado a cabo en 59
de los 125 municipios que lo conforman, tales como: Acambay, Amecameca, Atizapan de
Zaragoza, Ocoyoacac, Tejupilco, Temascalcingo, Tenango del aire, Tenango del Valle,
Toluca y Villa de Allende, entre otros, comprendiendo asi menos del 50% del territorio
que abarca dicha entidad, aunado a esto, los listados de la micobiota correspondiente a
dichos municipios, refieren especies distribuidas en diferentres tipos de vegetacion
autoctona, excluyendo zonas conurbadas, bosques perturbados y jardines, lo cual
sugiere que el total de especies reportadas podria ser una subestimacion de la diversidad
presente en la entidad (Chio et al., 1988; 1989; 1990; Guzman et al., 2009). En este
contexto, es ineludible la necesidad de incrementar la investigacion referente a la
diversidad, distribucion, ecologia y utilidad actual de estos organismos, para asi

posibilitar su manejo y conservacion.

Determinacion de Hongos Macroscopicos—Los hongos son considerados
especies eurioicas, debido a que se distribuyen en ambientes que van desde himedos a
desérticos con ligera humedad; presentan un amplio margen de tolerancia que les
permite desarrollarse en climas tropicales y frios, por lo cual se encuentran desde el
nivel del mar hasta los 4000 msnm; son organismos saprobios, descomponedores de
materia organica en el ambiente; se consideran indicadores biologicos al presentarse
como formas de vida libre o en asociaciéon con distintas especies de animales y plantas;
generan impacto negativo en actividades antropogénicas al desarrollarse como agentes
patogenos de humanos y parasitos de recursos de importancia comercial; su sistema
genético permite utilizarlos como modelo de estudio en la biologia molecular; a nivel
industrial, son fundamentales en procesos de fermentacion y en el desarrollo de
farmacos, debido a que producen compuestos bioactivos benéficos para el hombre

(Herrera y Ulloa, 1998; Guarro et al., 1999).

Estas caracteristicas definen la importancia de Fungi, el cual conforma uno de los linajes

eucariontes mas antiguos y diversos, cuyo origen data desde hace aproximadamente
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900 millones de aios, al divergir de un ancestro en comun con animalia, mismo del que
se diferencian debido a que su membrana celular contiene ergoesterol en lugar de
colesterol; son entes aerobios, cuyo nivel de organizacion celular estd dado en funcion
de su ciclo biologico y de las condiciones ambientales; difieren de las plantas al carecer
de cloroplastos y presentar como principal constituyente quitina, ademas de
polisacaridos, sustancias de reserva y pigmentos propios del taxa; en contraste con
otros organismos heterotrofos, los hongos absorben los nutrientes por 6smosis, a traves
del talo: i) constituido por células haploides, diploides, poliploides o aneuploides vy iii)
homocaridtico, heterocaridtico o dicariotico (Fig. 1); se reproducen asexualmente
generando especies en estado anamorfo y sexualmente dando lugar a estados
teleomorfos; ademés se distribuyen ampliamente a partir de la dispersiéon de esporas

(Mueller et al., 2004; Moore et al., 2011).

Las esporas son estructuras microscopicas que representan una estrategia reproductiva
mediante la cual los hongos resisten variaciones en el ambiente, dispersandose a través
del agua, viento o animales; cuando éstas mismas se encuentran en condiciones
favorables para su desarrollo producen células tubulares denominadas hifas, mismas
que al encontrarse dispuestas en una masa amorfa sobre el sustrato constituyen el
micelio, el cual genera hifas especializadas en la produccion de nuevas esporas, cuando
estos crecen fuera del sustrato logran conformar cuerpos fructiferos, estructuras
fundamentales en el proceso de dispersion a gran escala de hongos Basidiomycetes y

Ascomycetes (Herrera y Ulloa, 1998).

Los hongos han sido agrupados taxonémicamente a partir del anélisis exhaustivo de su
morfologia y fisiologia, sin embargo la complejidad de estos organismos se extiende no
s6lo a nivel del taxa, sino de cualquier tax6n imaginable, por lo cual es necesario
considerar que el principal obstaculo en la diferenciacion del grupo resulta ser la propia
biologia de sus especies, al tratarse de entes biologicos cuya adaptabilidad al medio da
origen a especies pleomorficas e inclusive cripticas, dificultando asi el establecimiento
de un protocolo que permita la identificacion y jerarquizacion del total de grupos que
conforman el taxa (Moore, 2005; Ahmadi et al., 2012). En este contexto, estudios de

Sistematica y diversidad han optado por la implementacion de métodos moleculares

10
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como herramientas auxiliares en la identificacion de hongos (Kohn, 1992; Hibbett et al.,
2007; Detinger et al., 2010; Tedersoo et al., 2010), tales como la obtenciéon de patrones
de restriccién del ADN (Acido desoxirribonucleico) mediante reacciones enziméticas
(RFLP's, Restriction Fragment Length Polimorphism); el uso de marcadores
moleculares para la amplificacion de ADN polimorfico (RAPD's, Random Amplified
Polymorphic DNA); ademas de la amplificacion de genes y regiones espaciadoras del
ARNr nuclear y mitocondrial, mediante técnicas como la Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR, Polimerase Change Reaction) (Gardes y Bruns, 1993; Gupta y

Satyanarayana, 2004).

La PCR es una técnica basada en el proceso de replicacion del ADN, la cual consiste en
la amplificacién in vitro de un fragmento especifico, ésta reaccién enzimatica en cadena
es mediada por la Taq polimerasa en conjunto con un par de primers especificos que
permiten sintetizar miles de copias a partir de una cadena molde, posteriormente el
orden de los nucleétidos que conforman la region de interés es determinado mediante el
proceso de secuenciacion, en el que se obtiene un amplio nimero de copias del ADN
blanco, creando fragmentos de distintas longitudes, cuyas regiones terminales son
marcadas a partir de un nucleétido fluorescente (White et al., 1990; Metzker y Caskey,

2001).

Este proceso ciclico ha permitido el analisis de secuencias divergentes, mediante la
deteccion de regiones de ADN que proveen informaciéon consistente en la identificacion
e inferencia de las relaciones evolutivas entre las especies, bajo criterios que consideran
la universalidad de la region, es decir ésta ha de encontrarse en todo el taxa ejerciendo
la misma funcién para asegurar que su arreglo no sea sometido a cambios abruptos; ha
de evolucionar como una region unicopia, para evitar el analisis de homoplasias; y su
arreglo ha de presentar una tasa evolutiva moderada de tal forma que coadyuve en el

discernimiento de Fungi (Bruns et al., 1991).

Una de las regiones del ARNr nuclear utilizada por excelencia es ITS (Internal
Transcribed Spacers), debido a que presenta una base de datos robusta, generada a

partir de secuencias de nucleétidos que abarcan de 450 a 750pb, su arreglo presenta

11
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particularidades que facilitan la delimitacion especifica de Fungi (Blaalid et al., 2013).
La region ITS esta conformada por el gen 5.8S en conjunto con los espaciadores ITS1 e
ITS2, estas regiones no codificantes altamente polimoérficas se encuentran
repetidamente entre regiones conservadas, tales como los genes 5.8S y 18S de la
subunidad menor de los ribosomas, ademas de presentar complementariedad con 28S
de la subunidad mayor; todos ellos contenidos en la unidad transcripcional del ARNr

(White et al., 1990; Keller, 2010).
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Figura 1. Fases reproductivas caracteristicas de un Basidiomycete (Tomado de

Solomon et al., 2011).
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El anélisis de ITS permite corroborar la identidad de especies a través del BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), es decir, un algoritmo disponible en el GenBank del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) que lleva a cabo el rastreo
estadistico de las secuencias homologas, estableciendo el porcentaje de identidad de un
organismo a partir de la similitud entre estas mismas (Benson et al., 1996). La variacion
expresada en el ordenamiento de la region ITS (ITS1 e ITS2) es relativamente mayor en
comparacion con SSU (Small Subunit) y LSU (Large Subunit), por lo cual el analisis de
estas regiones permite discriminar filogenéticamente entre organismos a nivel
interespecifico; mientras que el estudio complementario de la region 5.8S posibilita
estos andlisis a nivel intraespecifico (Gomes et al., 2002; Hibbett et al., 2005; Hibbett,

2006; Seifert, 2009).

En este contexto, el Phylum Basidiomycota se encontraba dividido entre
Heterobasidiomycetes y Homobasidiomycetes, actualmente, mediante la inclusion de
secuencias del ARNr en la construcciéon de filogenias, se ha comprobado que para
efectos sistematicos dichas jerarquias resultan artificiales (Binder y Hibbett, 2002;
Larsson et al., 2004; WeiB et al., 2004; Binder et al., 2005). El estudio de regiones
altamente polimorficas como ITS, se vuelve imprescindible en la discriminacion de
especies y razas geograficas, resolviendo en mayor grado las relaciones establecidas
entre grupos que presentan un alto namero de variedades, subespecies y especies sensu

stricto como el complejo Boletus edulis (Leonardi et al., 2005).

La consideraciéon de Dikarya como supergrupo estd respalda en estimaciones
filogenéticas generadas a partir de secuencias 18S, 28S, ITS, RPB1 y RPB2, que
muestran a Ascomycota y Basidiomycota conformando un clado monofilético de
organismos que van de unicelulares a filamentosos, carentes de flagelo, cuyas células

permanecen en estado dicariético a lo largo de su ciclo de vida (James et al., 2006).

El analisis complementario de caracteres morfolégicos y secuencias SSU, LSU y 5.8S del
ARNT nuclear y mitocondrial, se ha requerido en la construccién de multiples filogenias,
con la finalidad de generar una hipotesis mas precisa respecto al origen y diversificacion

de Fungi, en éste contexto Hibbett et al.,, (2007) clasifican a los hongos en cinco

13
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Phylum: Microsporidia, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Chytridiomycota y
Glomeromycota; ademas de un supergrupo: Dikarya, el cual esta conformado por dos

Phylum: Basidiomycota y Ascomycota (Fig. 2).

Glomeromycota

Ascomicetes
. Basidiomicetes

Meocallimastigomycota

Chytridiomycota
Blastocladiomycota

%" Microsporidia

2 D... ¥

ascosporas o =

/ Evolucion de

basidiosporas

Evolucitn de
estado dicanontico

Pérdida de Flagelo

Figura 2. Cladograma propuesto por Hibbett et al., (2007), basado en la

filogenia del Fungi (Modificado de Solomon et al., 2011).

La inclusion de regiones ITS en la construccion de arboles filogenéticos, incrementa el
poder resolutivo de secuencias LSU, en comparacion con los resultados obtenidos a
partir del analisis de dichas regiones por separado, lo cual, permite delimitar a dicho
taxén aun cuando sus especies presentan un alto nimero de homoplasias (Miller et al.,
2001; Larsson y Larsson, 2003; Miller et al., 2006; Buyck et al., 2008). De acuerdo con
lo anterior, la inclusion de técnicas moleculares en la determinacion de especies ha
transformado la micologia, por lo cual, actualmente la clasificacion del taxa considera

sus vias evolutivas, en congruencia, cada tax6on debera compartir el mayor ntimero

14
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posible de caracteres homologos, es decir que estos sean heredables, variables y

derivados de un ancestro en comuan (Hibbett et al., 2011).

Utilidad Medicinal de Hongos en México—El origen cientifico de la Etnobiologia
data de finales del siglo XIX a partir del registro, recopilaciéon y analisis de las relaciones
establecidas entre las sociedades humanas y la biota circundante (Harshberger, 1896;
Hunn, 2007). El auge de dicha disciplina dio inicio al estudio de la interaccion del
hombre con organismos especificos, de tal modo surgi6 la Etnomicologia como "el area
de la etnobiologia que se encarga de estudiar el saber tradicional y las manifestaciones e
implicaciones culturales y ambientales que se derivan de las relaciones establecidas
entre el hombre y los hongos a través del tiempo y espacio” (Moreno-Fuentes et al.,

2001).

Las evidencias del vinculo ancestral hombre-hongo muestran una transformacion de
éste conocimiento en un contexto religioso, en el caso particular de la cosmovision
indigena en México (Fig. 3), durante el siglo XVI se desencaden6 un violento proceso de
aculturacion y sincretismo, mediante la prohibicion de practicas relacionadas con la
sanacion espiritual, esto como consecuencia de la colonizacion espafola, de tal modo el
santo oficio estableci6 una etapa de oscurantismo erradicando ritos ancestrales en los
que se concebia a los hongos como vehiculos para la comunicacién con lo divino

(Garibay-Orijel, 2000; Guzman, 2016).

En consecuencia, la ingesta de hongos y lo relacionado con ellos se mantuvo en el
ambito de lo oculto hasta 1957, con la publicacion de investigaciones como las de
Wasson y Wasson, en las cuales se expone la tesis sobre la disparidad entre los pueblos
micoéfilos y mic6éfobos como resultado de la ideologia religiosa predominante entre los

mismos (Guzman, 2012).

A partir de dichos estudios, es posible diferenciar tres etapas principales en el desarrollo
de la etnomicologia, teniendo como principio el analisis de los hongos alucinégenos
mediante la descripcion de los ritos y las dosis ingeridas por los participantes;

posteriormente se amplié la observacion de aspectos sobre la comprension, uso y

15
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practicas relacionadas con los hongos; y por ultimo se establecieron metodologias
rigurosas de indole cuantitativo y cualitativo, dando como resultado una mayor

precision en la obtencion e interpretacion de los resultados (Ruan-Soto, 2007).

Figura 3. Codice Magliabecchiano, representacion de la ingesta de hongos

sagrados en el México precolombino (Guzmaén, 2012).

En cuanto al uso tradicional de los hongos, su aplicaciéon medicinal se ha registrado en
menor medida aun cuando su importancia data desde el México precolombino, en éste
contexto, Palomino (1990) ha documentado el tratamiento de diversas enfermedades
mediante el uso de tres especies de hongos macroscopicos en el municipio de San Juan
Atzingo, Puebla, empleados inicamente por curanderos y brujos, mismos que para la
curaciéon del enfermo administran la “carne” de los hongos o infusiones preparadas con
estos mismos. Para el estado de Sonora, especies como Pycnoporus sanguineus y
Trametes versicolor se han reportado como medicinales, sin embargo, estos registros no
refieren el modo de preparacién, ni los padecimientos para los que estos carpoforos son

utilizados (Pérez-Silva et al., 1993).

En el Volcan la Malinche, Tlaxcala, se analizaron comunidades de ascendencia Otomi y
Nahua, pertenecientes a Ixtenco y Javier Mina, respectivamente, encontrando soélo tres

especies medicinales, conformadas por un liquen y dos hongos macroscopicos (Montoya
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et al., 2002). La basqueda y registro de hongos medicinales es relativamente reciente, ya
que estrictamente la documentacion de estos recursos subyace en la revision
bibliografica exhaustiva y observaciones en campo realizadas por Gaston Guzman,
micologo mexicano que tras 50 anos de investigacion y comuniéon con los pueblos
originarios logré documentar la utilidad de 70 hongos como especies aplicadas en el
tratamiento de aproximadamente 45 padecimientos que son catalogados dentro de las
enfermedades psicosomaticas, tales como el “espanto” y el “mal de 0jo”, principalmente

(Guzman, 2008).

El mayor acercamiento a la difusion del conocimiento tradicional y las propiedades
medicinales de los hongos se ha conseguido a partir de la digitalizacion del Atlas de las
Plantas en la Medicina Tradicional Mexicana (BDMTM, 2009), mismo que presenta
una monografia actualizada sobre los hongos medicinales utilizados en la Republica
Mexicana, mediante la descripcion de su forma de preparacion, padecimiento para el
que son empleados, nombre comin y nombre cientifico de méis de 90 especies
vinculadas con la medicina tradicional, tales como Clitocybe gibba en la disminucion de
fiebre, Geastrum saccatum para curar el “mal de o0jo”, Lactarius indigo como purgante,
ademaés de Lycoperdon gemmatum en el tratamiento de heridas cutdneas, entre otros

(Guzman, 1994).

Etnomicografias del pueblo lacandon han registrado el conocimiento sobre los “hongos
que curan” utilizados por la comunidad de Lacanja-Chansayab en Chiapas, dicho
estudio engloba la utilidad de 16 especies de hongos lignicolas, entre los cuales solo
Clavulinopsis sp., denominado como kuxum es considerado como medicinal ya que
elimina verrugas en la piel (Ruan-Soto et al., 2009). Para el municipio de San Gabriel
Mixtepec, Oaxaca, se han reportado 21 especies medicinales, sin embargo, dicho listado
carece de informacion sobre el modo de preparacion y padecimientos para los que se

emplean estos hongos medicinales (Canseco, 2011).

En el Valle Central de Oaxaca se ha documentado el nombre comuin, composicién
macronutrimental, importancia ecologica, ademas del potencial biotecnologico y
medicinal de hongos silvestres comercializados en la Central de Abastos de la Ciudad de

Oaxaca de Juarez y el mercado regional del Municipio de Tlacolula de Matamoros,
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encontrando un total de 13 especies con potencial medicinal (Ruiz et al., 2013). En la
Mixteca Alta de Oaxaca se ha documentado una alta diversidad de especies fingicas
empleadas principalmente como recurso comestible, por lo cual a partir de un listado
conformado por 106 especies se puede corroborar que 56 de éstas no son utilizadas en la
region de estudio, sin embargo, al ser contrastadas con la literatura especializada
Hernandez et al., (2016), consideraron que 28 especies presentan potencial medicinal y

comestible.

Aportes recientes al conocimiento sobre la diversidad de hongos medicinales en México
han logrado discernir el uso especifico, forma de preparaciéon y aplicacion de 217
especies, mediante revision bibliografica y trabajo de campo en comunidades de
ascendencia Otomi, Nahua y Tzeltal, pertenecientes a Hidalgo, Tlaxcala, Chiapas y
Estado de México, encontrando un alto grado de convergencia “intercultural-cognitiva”
entre los pueblos Otomi y Nahua, ademés de la documentacién de 99 especies que no se

habian reportado como medicinales para el pais (Bautista, 2013).

En cuanto a los hongos macroscopicos descritos en las diversas entidades que
conforman el pais, el Estado de México es uno de los mas diversos ocupando el quinto
lugar a nivel nacional (Aguirre et al., 2014), presentando especies comestibles,
degradadoras de madera, toxicas y medicinales (Frutis y Valenzuela, 2009), entre los
cuales destacan: Amanita tecomate, A. muscaria, Clitocybe gibba, Lactarius indigo, L.
salmonicolor, L. deliciosus, Boletus edulis, B. pinophilus, B. aestivalis, Suillus
granulatus, S. luteus, Pleurotus smithii, Schizophyllum commune, Coriolus versicolor,
Ganoderma applanatum, Geastrum saccatum, Lycoperdon perlatum y Ustilago
maydis, al ser referidas como especies medicinales presentes en los municipios de
Acambay, el Oro, Valle de Bravo, Temascaltepec, y Chapa de Mota, principalmente

(Guzman et al., 2009).

En Villa del Carb6n se ha documentado la presencia de hongos silvestres pertenecientes
al orden de los Gomphales, entre las que destacan Ramaria araiospora var. araiospora,
R. celerivirescens y Gomphus kauffmanii, ademas de R. armeniaca como nuevo
registro para México. En esta area de estudio, el género Ramaria es nombrado

tradicionalmente con el término ts'ints'u (pie de pajaro) en lengua otomi y k'enistit
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(hongo pie de pajaro) en lengua mazahua, mientras que en espanol todas las especies
son reconocidas como “patitas de pajaro” o “patitas temblonas”; para Ghompus spp. es
utilizado el término “corneta” o “trompeta”; cabe sefialar que los entrevistados asignan
algan adjetivo calificativo o bien alguna palabra que los asocia con otros organismos, en
la utilizaciéon de los nombres vernaculos y comunes, lo cual indica que los hongos en
general son un recurso de importancia econdémica y alimentaria para las familias de
campesinos que se dedican al comercio de estas especies (Aguilar-Cruz y Villegas, 2010).
Contribuciones para el mismo municipio registran el uso de hasta 110 nombres
vernaculos en espafiol y Otomi asignados a los géneros Amanita, Russula, Clitocybe,
Lycoperdon, Leccinum y Strobilomyces; entre los que Amanita annulovaginata y
Lycoperdon peckii, destacan como nuevos registros para el Centro de México

(Feregrino-Feregrino, 2013).

Las investigaciones realizadas en Villa del Carbdén presentan informacion practica sobre
hongos macroscopicos ttiles para sus habitantes, entre ésta micobiota algunas especies
corresponden a especies de importancia medicinal para diversas localidades de la
Republica Mexicana, sin embargo, estos trabajos no hacen referencia a dicha utilidad
para las especies presentes en el municipio (Guzman, 1997; Zolla y Argueta, 2009;
Bautista, 2013), lo cual sugiere que el manejo de estos organismos no se ha dilucidado

en su totalidad.

Compuestos Fiungicos de Importancia Medicinal—En las ultimas décadas ha
incrementado la investigaciéon basada en las propiedades nutracéuticas y terapéuticas de
los hongos silvestres de importancia biotecnoldgica, debido a que contienen multiples
compuestos bioactivos con potencial antioxidante, anticancerigeno,
hipocolesterolémico, antiviral, antibacteriano, inmunomodulador, antiinflamatorio,

entre otros (Barros et al., 2007; 2008; Moro et al., 2012).

El potencial medicinal de diversas especies de hongos esta dado en relacion con el
desarrollo de un complejo mecanismo de defensa quimica constitutiva, basado en la
produccién de metabolitos que se encuentran en forma bioactiva, como estrategia

evolutiva ante los depredadores, competidores y parasitos (Spiteller, 2008). Los cuerpos
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fructiferos de los hongos, son estructuras reproductoras de vida corta que producen
toxinas, pigmentos, fungicidas, ademas de otras sustancias activas en correspondencia
con la alteracion del ambiente al que estos organismos se encuentran expuestos,
restringiendo asi la distribuciéon de dichas sustancias a nivel de tax6n, etapa de
diferenciacion morfologica e inclusive etapas de su ciclo de vida (Bérdy, 2005; Keller et

al., 2005).

Por lo anterior, la investigacion referente a la “quimiodiversidad” presente en los hongos
es fundamental en la obtencion de compuestos tutiles para la produccion de
medicamentos de origen natural, esto puede llevarse a cabo mediante el anilisis de los
elementos bioactivos responsables de dicho potencial a partir de la determinaciéon de
perfiles de metabolitos empleando técnicas cromatograficas (Davoli y Weber, 2002;
Suarez y Nieto, 2013), cuyo fundamento estd basado en la presencia de una fase movil
en la que un fluido en estado liquido o gaseoso, se encarga del arrastre constante de la
muestra problema a una presiéon determinada por las condiciones gravitacionales o bien
por medio de una valvula de inyeccion hasta una columna que ejerce alta presion
generando una fase estacionaria, lo cual permite la separacion de las moléculas, mismas
que se eluyen gradualmente de la columna, para finalmente ser registradas mediante un

detector (Villegas, 2013).

Para la deteccién de analitos existen diversas técnicas, tales como la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC, High Performance Liquid Chromatography), la cual
posibilita el anélisis selectivo con un alto grado de precision, ya que puede determinarse
el tipo de columna y composicion del eluyente empleado en la deteccién de compuestos
termosensibles de alta polaridad y grandes masas moleculares (Rouessac y Rouessac,
2003); mientras que la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(GC-MS, Gas Chromatography-Mass Spectrometry) se basa en el analisis cuantitativo y
cualitativo de las muestras a partir de su ionizaciéon en estado gaseoso, esta se lleva a
cabo en un campo eléctrico que permite la fragmentacion de las moléculas de acuerdo a
su masa, para finalmente ser resueltas en el espectro de masas mediante un detector que
genera un grafico en correspondencia con la abundancia de cada uno de estos

fragmentos (Harris, 2001).
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A partir de la aplicacion de dichos métodos se ha dilucidado la estructura y funcion de
méas de 1,500 compuestos bioactivos de origen fungico, entre los que destacan los
péptidos no ribosomales, tales como la penicilina G por su actividad antibiotica, la
gliotoxina y la ciclosporina, ttiles como inmunosupresores; policétidos como el
lovastatin empleado en la reduccion del colesterol en sangre; terpenos con potencial
industrial, tales como el aristoloceno para la fermentacion de productos lacteos y la
giberelina G3 que estimula el crecimiento celular de plantas; ademés de alcaloides
inddlicos como la ergotamina de actividad vasoconstrictora, entre otros compuestos

(Keller et al., 2005).

El Phylum Basidiomycota, es uno de los grupos taxonémicos mayormente estudiados,
debido a que las especies que lo conforman presentan caracteristicas organolépticas de
interés industrial y farmacolégico, por lo cual, trabajos como los de Keller et al., (2002),
dilucidaron el potencial medicinal de 57 hongos, mediante el cribado de 125 extractos
metandlicos, a partir de los cuales se determin6 la capacidad bactericida de por lo

menos 44 extractos, antifingica de 6, larvicida para 4 y antioxidante de 4.

En otras investigaciones como la de Barros et al., (2007), se analiz6 el contenido total de
fenoles, flavonoides, acido ascorbico, B-carotenos y licopenos en extractos metandlicos
crudos mediante reacciones colorimétricas, contrastando los compuestos bioactivos en
pileo y estipite de Lactarius deliciosus (L.) Gray, Sarcodon imbricatus (L.) P. Karst. y
Tricholoma portentosum (Fr.) Quél; aunado a esto a partir del cribado de dichos
extractos determinaron su capacidad minima inhibitoria antibacteriana y antifingica en
las cepas Bacillus cereus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Candida albicans y Cryptococcus neoformans, mediante difusiéon radial; encontrando
que la concentracién total de fenoles y flavonoides es mayor que la de los demas
compuestos en los extractos derivados del pileo; en cuanto a la actividad antibacteriana
y antifangica, L. deliciosus inhibe mayormente el crecimiento de dichas cepas en
comparacion con las otras dos especies, mientras que la actividad de T. portentosum es

efectiva solo en bacterias Gram positivas y en C. neoformans; respecto a la cantidad de
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compuestos bioactivos, ésta es relativamente menor en S. imbricatus, debido a que s6lo

es funcional contra B. cereusy C. neoformans.

Para hongos de importancia alimentaria, se ha determinado la composicién quimica de
Agaricus arvensis, Lactarius deliciosus, Leucopaxillus giganteus, Sarcodon imbricatus
y Tricholoma portentosum, mediante GC-FID (GC-Flame Ionization Detector),
encontrando un aproximado de 50 acidos grasos diferentes; aunado a esto, se analiz6 la
composicion de carbohidratos por HPLC-RI (HPLC-Refractive Index), detectando la
abundancia primordial de aztcares tales como manitol y trehalosa; respecto al valor
nutricional de estas especies silvestres se llevd a cabo un perfil general de
macronutrientes, demostrando que estos recursos son ricos en proteinas y

carbohidratos, ademas de bajos en grasas (Barros et al., 2007).

En cuanto a especies de importancia comercial, se han realizado estudios basados en la
busqueda de propiedades nutracéuticas en: Boletus edulis Fr., Calocybe gambosa (Fr.)
Donk, Craterellus cornucopioides Pers., Marasmius oreades (Bolt. ex Fr.) Fr., Agaricus
bisporus (Lange) Imbach, A. silvaticus Schaeff. y A. silvicola (Vittad.), utilizando
técnicas como HPLC-RI, GC-FID, HPLC-FD (HPLC-Fluorescence Detection),
principalmente; ademés de esto, se determind la capacidad antimicrobiana de los
respectivos extractos metanolicos para cada especie, determinando su concentraciéon
minima inhibitoria en bacterias Gram positivas, Gram negativas y micromicetos; de tal
forma se ha probado que algunas especies silvestres presentan indices energéticos
menores que las especies comerciales, sin embargo, estos mismos contienen una mayor
cantidad de fenoles y 4cido ascorbico; en cuanto a la actividad antimicrobiana de los
extractos, no se presentaron diferencias significativas entre los obtenidos a partir de

organismos silvestres y cultivados (Barros et al., 2008).

Trabajos posteriores han reportado la capacidad anti-inflamatoria in vitro de extractos
metandlicos correspondientes a: Agaricus bisporus, Boletus edulis, Cantherellus
cibarius, Cratarellus cornucopiodes, Lactarius deliciosus y Pleurotus ostreatus; en
macrofagos activados de la linea RAW 264.7; encontrando que los extractos de A.

bisporus, C. cibarius y L. deliciosus, inhiben la actividad de la 6xido nitrico sintasa
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(NO), ademas de la expresion de IL-1 e IL6 del ARNm en respuesta a la estimulacion de

las endotoxinas (Moro et al., 2012).

Aun cuando se han realizado diversas investigaciones basadas en el aislamiento,
determinacion y dilucidacion estructural de una alta cantidad de compuestos de origen
fangico, la micobiota analizada se reduce generalmente a organismos cultivados de
importancia comercial, por lo cual el nimero de especies estudiadas resulta insuficiente
al contrastarse con la diversidad fangica descrita. Considerando lo anterior, en el
presente estudio se contribuyé al conocimiento de la diversidad de Basidiomicetos de
Villa del Carbon, con base en su morfologia y secuencias ITS, con la finalidad de
corroborar su posicidon taxondmica, asi como documentar la utilidad actual de estos
hongos, haciendo énfasis en los taxa utilizados en el tratamiento de algtin padecimiento,
mediante la aplicacién de métodos etnomicolégicos y la deteccion de compuestos activos

de los hongos medicinales.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Aportar conocimiento referente a la biodiversidad de basidiomicetos del
Municipio de Villa del Carbén, México, con base en caracteres morfologicos y
marcadores moleculares, ademéas del uso de datos etnomicologicos en la seleccion

de los taxa medicinales para la deteccion de sus compuestos activos.

Objetivos Particulares:

Determinar morfolégica y molecularmente los especimenes fungicos colectados

en la zona de estudio, para la generacién de un inventario local.

Registrar los usos etnomicolégicos de los morfotipos colectados, para la seleccion

de los taxa medicinales.

Conocer la quimiodiversidad de los morfotipos referidos como medicinales y a
partir de una revision bibliografica, documentar la actividad potencial de los

compuestos detectados.
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METODOS

Zona de Estudio—El municipio Villa del Carbon cuenta con una extension de 307.65
Km2 en colindancia al este con Tepotzotlan; Chapa de Mota al Noroeste; Nicolas
Romero al Sureste; Jiquipilco al Suroeste y Tepeji del Rio de Ocampo al Noreste. La
mayor parte del terreno que abarca es accidentada y la altitud de sus localidades oscila
entre los 2,575 msnm. El clima predominante es templado con invierno seco (Cwb) y
humedad constante, con una temperatura media anual de 20°C. El suelo en esta region
se divide en cuatro tipos: Agricultura de temporal (35.60%), Bosque de coniferas
(26.15%), Bosque de encino (20.91%) y Vegetacion inducida (14.21%). El presente
estudio se llevo a cabo en la zona de bosques latifoliados, donde el tipo de vegetacion es

dominado por Quercus (SEDESOL, 2013).

Colecta de Material Biolégico—La obtenciéon de los ejemplares se llevd a cabo
mediante cuatro colectas realizadas en julio-septiembre del 2013 en los bosques de
encinos, Villa del Carbon. Los limites de colecta se establecieron en compania de los
informantes locales, empleando un GPS Bermann® se trazaron dos poligonos: el
primero comprendido entre las coordenadas 19 45’ 35,41 N, 99 26’ 58,08” W; 19 45’
32.39”N, 99 26’ 38,01” W; 19 45’ 45.10"N, 99 26’ 36.54” W y 19 45" 45.39” N, 99 26’
52.97” W; mientras que el segundo se encuentra ubicado en las coordenadas 19 45
48.16” N, 99 27 19.20” W; 19 45 43.58” N, 99 27’ 04.91” W, 19 45’ 56.82” N, 99 27
01.62” Wy 19 45’ 59.50” N, 99 27’ 15.08” W.

La colecta del material se realiz6 siguiendo el protocolo establecido por Guzman (1990):
i) los hongos fueron separados delicadamente del sustrato, evitando asi el dafo
mecanico de los ejemplares, ii) se registraron sus caracteristicas macroscopicas en
fresco y iii) posteriormente fueron colocados en bolsas de papel encerado etiquetadas
con los siguientes rubros: tipo de sustrato, habitos de crecimiento, vegetacion
circundante, fecha, colector, mismos a los que se les asigno la clave VC (Villa del
Carb6n) y un numero por orden de colecta (VC76 a VCi52). Seguidamente, los

organismos se colocaron dentro de una canasta, los cuales fueron transportados hasta la

25




Ariadna Contreras Juarez|FES Iztacala | 2018

Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, UNAM.

Determinacion Morfologica—Los cuerpos fructiferos colectados fueron
determinados a partir de caracteres morfol6gicos macroscopicos, por lo cual se empleo
la descripcion en fresco, las fotografias correspondientes para cada ejemplar, el patréon
de esporulacion, los carpoforos desecados y algunas observaciones etnomicolégicas
proporcionadas por los informantes. Estos datos fueron contrastados con la informacién
contenida en las claves de Guzman (1990) y Kuo (2007b); ademas de la guia de campo

de Lincoff y Nehring (1981).

Métodos Moleculares—En el Laboratorio de Bioquimica Molecular de la UBIPRO
FESI, se tomaron muestras de tejido de los especimenes colectados separando el pileo
del estipite usando una campana de flujo laminar. Posteriormente, el material biologico
fue colocado en tubos de 2ml y preservado a -70°C, hasta su utilizacion. El resto del
material se deshidrat6 de forma convencional usando una secadora, para conformar la

coleccion de referencia mediante técnicas convencionales de micologia (Guzméan, 1990).

Extraccién de Acido Desoxirribonucleico. El material genémico de las muestras se
obtuvo siguiendo el protocolo de extraccion de ADN de Asencio y Pruna (com. pers.) que
consiste en macerar 0.1g de tejido en 750ul de buffer AP (Urea 7M, NaCl 0.35M, Tris
base 0.05M, EDTA 0.02M y N-Lauryl-Sarcosina al 1%), incubar la muestra a
temperatura ambiente durante 30 min, centrifugar 1 min a 12,000 RPM, recuperar el
sobrenadante, limpiar con 500ul de fenol-cloroformo (1:1), centrifugar durante 3 min a
12,000 RPM. Posteriormente, se debe recuperar la fase acuosa, precipitar con 500ul de
Isopropanol y 50ul de Acetato de Amonio (10M), centrifugar durante 10 min a 12,000
rpm, eliminar sobrenadante, lavar con Etanol al 70%, centrifugar durante 3 min a
12,000 RPM, desechar el eluato y por ultimo resuspender la pastilla en 50ul de H20

libre de nucleasas y preservar las muestras a -20°C, hasta su utilizacion.

Para verificar la integridad del ADN aislado se llevé a cabo una electroforesis horizontal

en gel de Agarosa al 0.8%, empleando como intercalante BrEt (o.5ug/ul), a 110V
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durante 40 min, utilizando como amortiguador Tris-Acetato-EDTA 0.5X. El ADN
aislado fue conservado a -20°C. Por cada muestra se utilizaron 5ul de ADN y 2ul de Azul
de bromofenol-xilen-cianol; como referencia se utilizaron 5ul (0.5ug/ml) del marcador

de peso conocido Gene Ruler™ 100pb (Voytas, 2000).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa. La PCR se realiz6 siguiendo el protocolo de
MyTaq™ DNA polymerase de BIOLINE® para reacciones de 25ul, que contienen: H20
libre de nucleasas, Buffer 5X, primers 1ouM, Taq polimerasa MyTaq™ (5U/ul) y ADN
molde; empleando el termociclador Ti00™ de BIO-RAD. La amplificacion de las
regiones ITS1, 5.8S e ITS2, se llevd a cabo utilizando los primers especificos ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) de White et
al., (1990). Las muestras fueron sometidas a una temperatura inicial de 95°C 5’, seguida
de 30 ciclos de: 95°C, 1’; 57°C 1’; 72°C 1’; con una fase de elongacion final de 72°C
durante 77 (Ahmadi et al., 2012). Las muestras que no amplificaron en la primera

reaccion fueron diluidas 1:10 y 1:100 con H-O libre de nucleasas.

Identificacion molecular. La secuenciacion de los amplicones de la region ITS se realizo
empleando reacciones quimicas BigDye Terminator, que en conjunto con los primers
ITS5 e ITS4 de White et al., (1990), fueron resueltas en un secuenciador automatico de
16 capilares Applied Biosystems-Hitachi 3130x! en direccién 5°- 3’ hasta una longitud
aproximada de 700 pb. El analisis y edicion de las secuencias obtenidas se llevo a cabo
empleando el software Geneious version 7.0.6 para MacOS. La determinaciéon molecular
de las especies se realizo empleando el algaritmo BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Information), considerando sélo las
secuencias de nucle6tidos que presentaron un porcentaje de identidad maxima mayor a

90 al contrastarse con las secuencias depositadas en la base de datos del GenBank.

Documentacion Etnomicolégica—Las especies fangicas de utilidad medicinal
fueron identificadas mediante la aplicacion de entrevistas a algunos pobladores locales,
estas fueron divididas en dos fases: la primera consistio6 en el ejercicio de
reconocimiento con ayuda de la libreta etnomicologica, conformada por imagenes

fotograficas de cada especie (ver Anexo 4); cuando el informante afirmé reconocer
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alguno de estos organismos se procedio6 a la realizaciéon de la segunda fase, misma que
consistid en preguntas correspondientes a la identificacién del uso y conocimiento
referente a los hongos presentes en el municipio (ver Anexo 2).

Para la aplicacion de las encuestas etnomicologicas se eligieron 29 informantes
dedicados a la venta, recoleccion y/o consumo de hongos en la zona de estudio con la
finalidad de que las especies colectadas fuesen reconocidas facilmente por los

entrevistados (Bautista, 2013).

Compuestos Fiingicos— Se realiz6 un extracto metandlico crudo a partir del cuerpo
fructifero desecado de Stereum hirsutum (500 mg), el cual fue sometido a un proceso de
maceracion en frio con MeOH grado HPLC. La recuperacion de soélidos se llevod a
cabo mediante la evaporacion del solvente a temperatura ambiente. Para la deteccion de
los grupos principales de metabolitos secundarios se realizaron pruebas mediante
reacciones colorimétricas y revelado de la cromatografia en capa fina (ccf) para
Terpenos y Alcaloides, utilizando Vainillina y el reactivo de Dragendorff,
respectivamente (Wagner y Bladt, 2001), para lo cual el extracto crudo se aplicdé en
placas de silica gel con indicador de fluorescencia para luz UV de 365nm, dicha placas se
desarrollaron en una cAmara cromatografica utilizando como fase movil acetato de etilo
y metanol (1:9), posteriormente fueron observadas en una camara de luz UV en

longitudes de onda de 365 nm y 254 nm.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Con el objetivo de detectar la
presencia de compuestos quimicos en el extracto metanodlico crudo de la muestra
problema, se llevo a cabo una HPLC, empleando el equipo Agilent Technologies series
1100 con bomba cuaternaria y detector de arreglo de diodos, con una columna
Allosphere ODS-1. Se inyect6 un flujo constante de 5 mL/min durante 30 min con fase
movil isocratica compuesta por H.O, MeOH y AcOH (50:25:25). Se empled el software
ChemStation A.09.03, utilizando el espectro UV a 365nm. La nomenclatura de los
compuestos detectados, representa una propuesta disenada a partir del anélisis de los
tiempos de retenciéon y maximos de absorcion registrados en el cromatograma obtenido,

con respecto a la literatura citada.
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Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS). El extracto
metanolico crudo de Stereum hirsutum fue sometido a un analisis espectrométrico
utilizando el cromatografo Agilent Technologies 6850 acoplado a un espectrometro de
masas modelo 5795-¢, con columna capilar HP-5MS. El tipo de inyeccion fue modo Split,
con flujo inicial de 1 mL/min en un periodo total de 35 min a velocidad lineal de 30
cm/s; el gradiente de temperatura abarc6 un rango de 70°C hasta un maximo de 300°C.
El rango de masa detectado fue de 35 a 600 m/z, la ionizacién de las muestras se llevo a
cabo mediante impacto electrénico a 70 eV. La identificacion de los compuestos se

realiz6 a partir de los datos contenidos en la biblioteca NIST 8.0.
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RESULTADOS

Determinacion de los Taxa Colectados—Se colectaron 75 carpoforos, a partir de
los cuales se determinaron 36 especies; 35 Basidiomicetos pertenecientes a 4 6rdenes,
donde los Agaricales fueron representados por las familias Amanitaceae, Marasmiaceae,
Psathyrellaceae, Agaricaceae, Tricholomataceae, Pluteaceae y Strophariaceae; los
Russulales por las familias Russulaceae y Stereaceae; los Poliporales por Meruliaceae y
Polyporaceae, mientras que los Boletales solo por Boletaceae. Ademas, fue identificado

un Ascomiceto del orden de los Pezizales perteneciente a la familia Helvellaceae (Cuadro

1).

En cuanto a la determinaciéon molecular del taxa colectado, se obtuvieron 33 secuencias
de la region ITS del ARNr nuclear, pertenecientes a 27 taxa, mismas que en congruencia
con los datos morfologicos: 22 coinciden a nivel de especie, ocho sélo a nivel de género y
tres son desconocidas, de acuerdo con la base de datos del GenBank. Esta revision
permitié detectar que las secuencias generadas a partir de los morfotipos: Marasmius
calhouniae, Collybia tuberosa, Russula mexicana y Leccinum aff. rugosiceps (Anexo 3),
representan nueva informacion molecular nueva para el GenBank del NCBI, lo anterior,
de acuerdo con el bajo porcentaje de identidad establecido con las secuencias de

referencia (Anexo 1).
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Cuadro 1. Inventario de especies colectadas e informacion etnomicologica obtenida. Taxon de importancia Comercial (TC).
Comestible (C). Tdxico (T). Medicinal (M). Tax6n no reconocido por los informantes (TNR).

Informaciéon Etmomicolégica

Nombre Comiin

Observaciones Generales

Phylum: Basidiomycota TC CTM
Clase: Agaricomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Amanitaceae
Amanita caesarea llt{icc}}llliﬁ%icmo’ Guisado en salsa + +
A ita 1 - kechimoncillo, Es preparado en crema con + 4+
manita jlavocoma Kechimén ajo, cebolla y epazote
Su consumo produce mareo,
. . mosco, mantequero . P
Amanita pantherina blanco aletargamiento, vomito y +
diarrea
Amanita novinupta* :g;lero, manteco, Entomatado con pollo + +
Amanita vaginata perrito, encino, ardilla  Frito con ajo, cebolla y epazote +
Familia: Marasmiaceae
Gymnopus biformis hongo de encino
Gymnopus dryophilus hongo de encino
Gymnopus subsulphureus TNR
Marasmius calhouniae* TNR
Marasmius cohaerens* encino
Marasmius rotula arrierito
Familia: Psathyrellaceae
Coprinopsis atramentaria hongo de lama
Coprinopsis insignis hongo de lama
Psathyrella candolleana TNR
Familia: Agaricaceae
Lucoperdon perlatum bola de llano, de sereno, Se consume crudo, sdlo o en +
yeop p de gato, ternera ensalada
Lycoperdon pyriforme bola de llano, de sereno, Se consume crudo, sdlo o en +
yeop Py de gato, ternera ensalada
Familia: Tricholomataceae
Collybia tuberosa* clavito, dulce, encino
Clitocybe gibba tejamanil, tablita, oreja Enlcaldo acompafado de +
blanca hojas de epazote o con pollo
Familia: Pluteaceae
Pluteus chrysophlebius TNR
Familia: Strophariaceae
Stropharia semiglobata* de lama +

Tax6n que present6 incongruencias entre su identidad morfologica y molecular (*).

Documentacion Etnomicolégica—Se entrevistaron 29 informantes: 15 elegidos al
azar y 14 vendedores locales de hongos silvestres. El ejercicio de reconocimiento con
ayuda de la libreta etnomicologica, permitié agrupar 36 especies en correspondencia

con su utilidad: 18 hongos comestibles, identificados por los informantes a partir de
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cortes en el cuerpo fructifero, coccion del esporocarpo en agua (curacion de los hongos),
ademas, suelen acitronarlos con ajo y cebolla, los cuales al tefiirse de una ligera
coloracion morada o verdosa indican que no estos hongos no deben consumirse, ya que
producen vomito o diarrea; 8 especies a las que se les asigna nombre comun, sin
embargo, no se les atribuye utilidad; 6 taxa que no fueron reconocidos; 3 especimenes
toxicos, reconocidos como “hongos locos” u “hongos de lama”, sin hacer énfasis en los
efectos que producen, ya que la totalidad de los informantes dedicados a la venta de
hongos reconocen que su olor y sabor es desagradable en primer instancia. La utilidad
medicinal fue detectada sblo para el denominado "hongo de palo" (Stereum hirsutum),
debido a su aplicacién en el tratamiento de hemorragias nasales y heridas cutaneas,
mediante la infusién de una pizca del carpéforo seco en un litro de agua que debe
beberse como “agua de tiempo” y a partir de la aplicacion del basidiocarpo machacado

en fresco como “cataplasma”, respectivamente (Cuadro 1).

Como observacién etnomicoldgica, cabe sefialar que ocho informantes mencionaron que
los ninos y la gente que ha ingerido antibi6ticos, no debe consumir hongos y no pueden
ser curados con los mismos. En la realizacion de la entrevista semiestructurada ninguno
de los entrevistados refiri6 a las especies con el adjetivo “medicinal”, "t6xico" o
"comestible", sino que dichos términos fueron acufiados en congruencia con el tipo de
aplicacion e informacion registrada a partir de las observaciones etnomicolégicas

proporcionadas por los informantes (Cuadro 1).
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Cuadro 1 (Cont.). Inventario de especies colectadas e informacién etnomicolégica obtenida. Taxén de importancia

Comercial (TC). Comestible (C). Téxico (T). Medicinal (M). Tax6én no reconocido por los informantes (TNR).

Informaciéon Etnomicologica

Nombre Comiin

Observaciones Generales

Phylum: Basidiomycota TC CTM
Clase: Agaricomycetes
Orden: Russulales
Familia: Russulaceae
Russula flavisiccans* madrofio + +
Russula mariae* madrofio morado Las especies oomestlble:s del + +
R I . . drofi género Russula se sofrien con
ussula mexicana madrono ajoy cebolla o bien se hiervenen + 7
Russula aff. pectinatoides* ardilla agua, de forma previa a su + o+
Russula aff. pulchra* madrofio rojo preparacion, pueden comerseen ;4
Lo, ~ caldo solos 0 acompafiados con
Russula violeipes madrofio morado carne + +
Russula aff. xerampelina madrofio + +
Russula sororia hongo loco
L . Guisado en salsa verde con
Lactarius indigo oreja azul + +
carne de cerdo
Familia: Stereaceae
Stereum sp. TNR
En el tratamiento de
hemorragias nasales se bebe la
infusién preparada con trozos
secos del hongo como “agua de
Stereum hirsutum hongo de palo, de encino  tiempo”; Para la cicatrizacion y
desinfeccién de heridas, el
hongo se machaca y se coloca
como cataplasma en contacto
directo con la zona afectada
Orden: Polyporales
Familia: Meruliaceae
Podoscypha sp. lechero, de tronco
Familia: Polyporaceae
Polyporus arcularius TNR
Orden: Boletales
Familia: Boletaceae
Leccinum aff. rugosiceps® cema Asado o frito con limén, sal, ajo + o+
y epazote
. cema negra, cema de .
Strobilomyces floccopus bruja, brujita Asado o en quesadillas + +
Phylum: Ascomycota
Clase: Pezizomycetes
Orden: Pezizales
Familia: Helvellaceae
Helvella crispa morita Se frie con ajo y cebolla + +

Taxén que presentd incongruencias entre su identidad morfolégica y molecular (*).

Compuestos del Taxon Medicinal—La documentacion etnomicologica permitio
seleccionar a S. hirsutum como un taxén medicinal, cuyo extracto present6 23
metabolitos, entre los cuales probablemente 17 presentan actividad antibiotica,

antiviral, citotéxica, antioxidante o antihemostatica, de acuerdo con la bibliografia
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especializada, tal como se menciona en los Cuadros 2 y 3. En los resultados obtenidos a
partir del HPLC, se determind la presencia de 12 metabolitos del tipo de los terpenos
principalmente, destacando por su importancia la presencia de compuestos tales como
los sesquiterpenos (IV, VIII, IX y XI) y diterpenos (V y XII); varios de ellos
caracteristicos del género Stereum (Cuadro 2). En contraste, mediante la GC-MS, se
detect6 mayormente la presencia de acidos grasos tales como el acido docosandico,
acido dehidroabiético, dcido palmitico, acido estearico y metil nervonato, entre otros
(Cuadro 3).
Cuadro 2. Anélisis de S. hirsutum por HPLC, se observan los tiempos de retencién (tR) y maxima

absorciéon (A méax), correspondientes a los compuestos y actividad biolégica més probables.
Nimero de Identificacién asignado por orden de aparicién (ID). Compuesto No Citado (CNC). Sin

Actividad Biolégica Citada (SABC).
tR A max
ID (min) (nm) Compuesto Actividad Biol6gica

) Inhibidor
I 2.135 204, 258, 296 Sterenin B 4 ann
enzimatico®
II 2.522 260,314 CNC SABC
II1 2.728 260,314 CNC SABC
Antibacterial®
v 3.242 308 Sterolactone C Antiftingicos
Citotoxicos
v 3782 206,260,308 4-hydroxy-5-methoxy-6-(3- Antibacterialf

methyl-2-butenyl)-phenyl- 2,4- Citotéxicof
dihydroxy-6-methyl-benzoate

5,7-Dihydroxy-6-(3-methylbut-2- SABC

A% | 4.402 204, 238, 262,304, 360 enyl) isobenzofuran-1(3H)-one

VII 5488 206,262,292, 358 CNC SABC
e
VIII 6055 268,288 Sterostrein I Antibibtico
Antivirald

Inhibid
IX 8048 210,268,312 Sterenin C eor
enzimatico

2-hydroxy+5-methoxy-6-(3-

e
X 11.868 244,266,296 oy en 1D Bactericida
benzylalcohol
Antibacterial®
. . b
XI 17.582 204, 236, 256 Stereumin P Nematicida
CitotéxicoP
C o
XII 19722 206,238 Sterostrein B Antibibtico
Antivirald

2Arnone et al., 1989. PChen y Liu, 2017. ¢Dubin et al., 2000. 9Erkel et al., 1992. eIto-Kobayashi et al.,
2008. fMa et al., 2014. 80patz et al., 2008.
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Cuadro 3. AnAlisis de S. hirsutum por GC-MS, se observan los tiempos de retencidén (tR), porcentajes
de abundancia (%) y compuestos correspondientes con la biblioteca NIST 8.0., ademés de la actividad
bioldgica més probable. Niimero de Identificacién asignado por orden de aparicidon (ID). Sin Actividad

Biologica Citada (SABC).

Compuesto

Actividad Biologica

X111

XX11

XXI11

19.126

19.466

20.319

22.642

23.251

24329

25.554

25.894

25.997

26.876

27.107

8.770

19.955

11.238

9.988

7.185

1.531

3.746

1.3%6

2.144

3.802

3.565

Acido dehidroabiético

8H-[1,2,4,]Triazino[4,3-
b][1,2,4]triazin-8-uno, 4,9-dihidro-7-

metil-3-fenil
Acido palmitico
Acido estedrico
Docosano

Acido docosanoico

Acido vaccénico

Acido tricosanoico, metil-ester

Octacosanol

Metil nervonato

N’-hidroxi-N-[2-(trifuorometilfenil)
fenil]Piridina-3-carboximidamina

Citotbxico® ©
Fungistatico™

Antihemostaticol
Antibacteriano®
Fungicidal
Citotdxicol
Citotdxicol

SABC

Antimicrobiano™
Antioxidantek

SABC
SABC

SABC

SABC

SABC

hAJi, 2009. ilbrahim et al., 2009. JKamble y Shuda, 2006. ¥Liu y Nair, 2010. Lu et al., 2003.

mMazima et al., 2011. *Savluchinske-Feio et al., 2006. ﬁUkiya et al., 2002. °Xing et al., 2013.
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DISCUSION

Determinacion de los Taxa Colectados—Los géneros mayormente representados
en el inventario realizado pertenecen a las familias: Amanitaceae, Russulaceae y
Marasmiaceae, las cuales a su vez presentan una alta disparidad en cuanto a su
identidad morfolégica y molecular, tal como senalan Antonin et al., (1997), Miller y

Buyck (2002), ademas de Oda et al., (2004).

El uso de marcadores moleculares tipo ITS en la determinacion de los hongos
colectados, permiti6é diferenciar entre especies cripticas tales como Russula mariae y R.
violeipes, lo cual coincide con lo descrito por Park et al., (2013); ademas de Amanita
rubescens, A. novinupta, A. flavipes y A. flavoconia, lo cual hace imprescindible el uso
de herramientas auxiliares para la identificacion de estas especies, tal como menciona
Kuo (2013). Lo anterior ejemplifica la complejidad sistematica de Fungi, por ende,
debido a que el NCBI no representa una autoridad taxon6mica, la morfologia de los
especimenes fue considerada como referencia principal en la determinacion del material
colectado, por lo anterior, s6lo se discutira la identidad de aquellos que presentaron

inconsistencias respecto a su denominacion morfolégica y molecular (ver Anexo 1).

Amanitaceae—Amanita flavoconia Atk., pileo glabro de color naranja brillante, convexo
o aplanado, 30-120mm de didmetro, himenio laminar de color blanquecino, estipite
amarillo palido, anillado en la parte apical, con base bulbosa (Kuo, 2007b). La
morfologia de este taxon no resuelve su identidad, debido a que converge con la
descripcion de A. flavipes, por ello, estudios previos refieren la distribucién de ambas
especies como el factor determinante para su identificacion, considerando a A. flavipes
endémica del continente asiatico, mientras que A. flavoconia se ha descrito como una
especie distribuida en el centro y norte de América (Guzman, 1990; Oda et al., 2004;
Kim et al., 2013). De acuerdo con lo anterior, se determiné que VC116 y VCi44 (ver
Anexo 1) corresponden a A. flavoconia, sin embargo, la secuencia VC144 presenta 99%
de similitud con A. flavipes (AB015696), generada a partir de un organismo colectado
en Kutsuki-mura, Japdén, lo cual suguiere que A. flavoconia y A. flavipes deben
representar un solo taxén, sin embargo, para confirmar esta propuesta, se requiere de la

descripcién microscopica, en conjunto con el analisis filogeografico de estas especies,
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para asi poder descartar o corroborar que las similitudes morfologicas entre estos
organismos sean producto de algin mecanismo de especiacion o bien el resultado de

una subestimacion de su diversidad y distribucion.

A. novinupta Tulloss & J. Lindgr, desarrolla fructificaciones blancas, que tornan de
rosado a café conforme a la maduracion del carp6foro; su estipite se mancha facilmente
de color vino al maltratarse, razon por la que estos cuerpos fructiferos pueden
confundirse facilmente con A. rubescens Pers., un hongo endémico de Eurasia (Kuo,
2007b; 2013). En este contexto, se propone que la descripciéon morfologica para A.
rubescens realizada por Guzméan (1990), corresponde a A. novinupta sensu lato,
teniendo como evidencia la distribucion de estos taxa, en conjunto con el 99% de
similitud establecido con secuencias pertenecientes a especimenes del continente
americano, tales como: KC152066 de Atlautla, Estado de México, ademas de GQ250403
del condado de Sonoma, CA, EUA.

Marasmiaceae—Marasmius calhouniae Singer, pileo de cuticula translacida, 10 a
3omm de didmetro, himenio lamelado, decurrente o subdecurrente, estipite aplanado,
de 15 a 40 mm de alto (Kuo, 2007b). Dicha morfologia corresponde con las muestras
VCi00 y VCi19, mientras que las secuencias generadas para ambos especimenes
presentaron un 82% de homologia con Gloiocephala aquatica (DQ097356), taxén de
pileo glabro, diAmetro de 2 a 5 mm, sin lamelas, de acuerdo con lo descrito por
Desjardin et al.,, (1995). En congruencia con las diferencias morfologicas y el bajo
porcentaje de identidad establecido entre ambas secuencias, se intuye que las regiones
ITS pertenecientes a VC100 y VC119 deben representar las primeras secuencias para M.

calhouniae.

M. cohaerens (Pers.) Cooke & Quél., distribuido al este de norteamérica; pileo convexo y
liso, didmetro de 10 a 35 mm, margen estriado, laminas distantes y decurrentes; estipite
de 30 a 80 mm de largo y 3mm de ancho (Kuo, 2005). El espécimen VC146 presento
93% de similitud con Micromphale brassicolens (DQ449989) segiin Mata et al., (2006),
el cual es sindnimo de Gymnopus brassicolens (Romagn.) Antonin & Noordel, hongo

del que M. cohaerens difiere por particularidades presentes en el color y textura del
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pileo, por lo cual, considerando la morfologia y el porcentaje de disimilitud entre dichas

secuencias, VC146 fue identificado como M. cohaerens.

Tricholomataceae—Collybia tuberosa (Bull.) P. Kum, distribuido al norte del continente
americano, crece sobre humus, madera e inclusive sobre otros hongos descompuestos
(Russula y Lactarius); pileo convexo, higrofilo, blanquecino, diAmetro de 20 a 100 mm,
deprimido y zoneado en el centro, estipite hueco y fibroso al contorno, 10 a 50 mm de
largo por 3mm de didmetro (Lincoff y Nehring, 1981; Kuo, 2007b). A partir de las
caracteristicas morfologicas de VC9o y del 82% de identidad establecido con
Cyptotrama asprata (DQo097355; Binder, 2006), se considera que nuestro especimen
pertenece a C. Tuberosa, por lo tanto, la informacién molecular obtenida debe

representar la primera secuencia de ITS para este taxon.

Strophariaceae—Stropharia semiglobata (Batsch) Quél., distribuido en el centro y sur
de América, de habitos coproéfilos; pileo hemisférico o convexo, cuticula lisa y viscosa de
color amarillo-oliva brillante, diametro de 10 a 33 mm, margen estriado, himenio de
color café-grisaceo o negruzco, laminas decurrentes y adnatas, estipite de contexto
hueco, de 93 mm-largo por 3mm-ancho (Cortez y Silveira, 2008). Todas éstas
caracteristicas corresponden con VCi21, cuya secuencia coincide 94% con Hypholoma
dispersum (KC581325), sinébnimo de Psilocybe marginata (Pers.: Fr.) Noordel, de pileo
higroéfilo, no translacido, color rojo-cobrizo a rojo-amarillento, distribuido en los
bosques de coniferas del continente Europeo, segin lo descrito por Bas et al., (1990),
por lo anterior, las secuencias VC121 y KC581325 (Villa del Carbén, México y Parque
Regional de Capilano River en Vancouver, Canada, respectivamente), distan de
corresponder a dicha especie, considerando la morfologia, distribucion y porcentaje de
similitud establecido entre ambas secuencias, por ende, se propone que la informaciéon
molecular obtenida, debe representar la primera secuencia para S. Semiglobata de

material mexicano.

Russulaceae—R. flavisiccans Bills, es una ectomicorriza asociada a los bosques de
encino, distribuida en norteamérica; pileo agrietado, cuticula aterciopelada rojiza tenue,
con motas amarillentas o blanquecinas, sin margen, diAmetro de 50 a 100mm, himenio

laminar de color crema, estipite blanco de color marron al maltratarse, 30-50mm de

38




Ariadna Contreras Juarez|FES Iztacala | 2018

largo, picante y graso al gusto (Bills 1989; Kuo, 2007b). Las muestras VC133 y VCi49
corresponden con la descripcion anterior, mientras que sus secuencias presentaron un
97% de similitud con R. aeruginea (EU819421), dicho espécimen pertenece a los
bosques de Castanea dentata pertenecientes a West Salem, WI, EUA (Palmer et al.,
2008). Considerando que EU819421 representa el aislamiento de una micorriza cuyo
huésped no fue identificado y teniendo como evidencia el porcentaje de similitud
establecido con VC133 y VC149, la identidad asignada de EU819421, podria tratarse de
una determinacion artificial, debido a que R. aeruginea Lindblad ex Fr., difiere de estos
especimenes en color, textura, sabor, pileocistidios y especies arboreas con las que se
asocia (Kuo, 2007b), por lo cual se propone que VCi33, VCi49 y EU819421,
corresponden al mismo taxén, en éste sentido nuestros resultados no representan los
primeros registros para R. flavisiccans, sin embargo, aportan la identidad especifica de

secuencias anotadas en trabajos previos.

R. mariae Peck y R. violeipes Quélet, conforman el subgénero Amoenula, representado
por especies que convergen macroscopicamente (Bills et al., 1984), lo cual dificulta su
determinacién morfolégica, sin embargo, de acuerdo con estudios como el de Park et al.,
(2013), es posible discernir entre estas especies a nivel microscopico, considerando la
talla de sus basidiosporas, basidios y pleurocistidios; y molecular mediante el contraste
de regiones tales como ITS, LSU y RPB2. En este contexto, VC87 present6 un 92% de
identidad con R. violeipes (KF163797), espécimen proveniente de Ulleung-gun,
Gyeongsangbuk-do, Corea, por lo anterior, considerando la disimilitud establecida entre

ambas secuencias, el espécimen VC87 fue identificado como R. mariae.

R. mexicana Burl., presenta pileo rojo, estriado al margen, diAmetro mayor a 8 cm, sus
laminas cambian de color blanco a amarillento al secarse, se distingue de otras especies
por su sabor picante, es considerado un hongo no comestible, el cual se distribuye
generalmente en bosques de encino y subtropicales, segin lo descrito por Guzmaéan
(1990). A partir del uso de claves dicotomicas especializadas en la identificacion de la
micobiota de México, VC147 y VC148 fueron denominadas como R. mexicana, cabe
senalar que la descripcion accesible para esta especie consta de caracteres que pueden
ser considerados genéricos, para un grupo tan complejo como Russula. En cuanto a la

identidad molecular de estos organismos, la secuencia VC148 presentd un 94% de
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similitud con R. curtipes (JF908677), espécimen que forma parte de la coleccion de
Herbario del Museo de Historia Natural en Venecia, Italia (Osmundson et al., 2013), por
lo cual a partir del contraste de estos resultados se infiere que VC148 debe representar la

primera secuencia para R. Mexicana a partir de este material.

R. pectinatoides Peck, ectomicorriza de habitos gregarios, ampliamente distribuida en la
meseta norteamericana “Las Grandes Llanuras”; pileo convexo de color paja con
apariencia viscosa, su cuticula se desprende facilmente, diAmetro de 20 a 80 mm,
himenio laminar amarillento, estipite blanquecino de contexto cavernoso, 15 a 70 mm
de largo por 13 mm de ancho, su olor es dulce, ademas es suave y graso al gusto (Kuo,
2007b), sin embargo, Miller y Buyck (2002) refieren un sabor acre para las especies de
Norteamérica. La informaciéon molecular de referencia, relaciona en un 96% la
secuencia VCI113 con R. melzeri (AY061691), ejemplar perteneciente al continente
europeo, del cual nuestro espécimen difiere drasticamente en color del pileo y sabor de
la carne, sin embargo, se deberan examinar los caracteres microscopicos del ejemplar,
para aseverar que pertenece al taxén asignado, por lo cual VC113 se determiné hasta el

momento como R. aff. Pectinatoides.

R. pulchra Burl., es un hongo epigeo, formador de ectomicorrizas en asociacion con
raices de Quercus, por lo cual es coman encontrarlo distribuido al este de norteamérica;
pileo de color rojizo, convexo y deprimido al centro, cuticula viscosa que al secarse se
agrieta cambiando a una textura ligeramente aterciopelada y alineada al margen,
didmetro de 50 a 100 mm, himenio laminar, estipite de color blanquecino, de 30 a 70
mm-largo por 15mm-ancho, inodoro y de sabor suave (Kuo, 2007b). La muestra VCi151
presentd 96% de similitud con la secuencia R. favrei (KC581298), perteneciente al
Parque Regional Capilano River, Vancouver, Canada; debido a que no se considero6 el
tamano y disposiciéon de pileocistidios y esporas, para la determinacién de VCi51, este

espécimen fue identificado como R. aff. pulchra.

Boletaceae—L. rugosiceps (Peck) Singer, ectomicorriza asociada a zonas perturbadas,
distribuida en bosques de encino pertenecientes al centro y norte de América; pileo
convexo, cuticula rugosa, ligeramente pegajosa, tomentosa, glabra y areolada de color

amarillo pardo, diametro de 30-150mm, himenio tubular de coloracion amarillo-
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verdoso, deprimido al centro, estipite pruinoso de 40-150mm de largo, contexto firme,
vira de coloracion a tonos rosados cuando se maltrata, esporada de color marrén u oliva
(Kuo, 2007a). De acuerdo con la morfologia, distribucién y ecologia de VCi11, los datos
moleculares correspondientes a dicho espécimen representan sin duda la primera
secuencia ITS, generada para L. rugosiceps, esto en congruencia con el 86% de similitud

con Boletaceae sp. (EU569239).

Los resultados anteriores demuestran que la clasificacion biolégica de los hongos
requiere del estudio de las diferencias morfologicas, fisiologicas, bioquimicas y genéticas
de los especimenes, como herramientas auxiliares en la determinaciéon de sus especies,
en conjunto con la caracterizacion de dichos elementos de analisis para el
establecimiento de un protocolo que coadyuve en la identificacion de los organismos

que actualmente se consideran parte del taxa, tal como lo menciona Guarro et al.,

(1999).

Por lo anterior, es imprescindible considerar la importancia biolégica intrinseca de las
especies que conforman el taxa, mediante la ubicacion de los centros méas diversos, el
discernimiento de su funcion en los ecosistemas, la determinacion de sus especies para
el aprovechamiento de su potencial farmacéutico, industrial y alimenticio; ademas del
establecimiento y atencion de reservas naturales, con la finalidad de crear colecciones
locales que posibiliten a las diversas comunidades humanas, el manejo y conservaciéon

de estos recursos, tal como lo menciona Hawksworth (2001).

Uso Actual de los Taxa Determinados—El analisis etnomicologico realizado
permiti6 agrupar 35 taxa en correspondencia con el uso referido por nuestros
informantes, encontrando hongos comestibles, toxicos y medicinales, el registro de estos
ultimos confirma que en Villa del Carbon se emplean hongos silvestres en el tratamiento
de algan padecimiento, lo cual no se habia reportado en trabajos como los Aguilar-Cruz
y Villegas (2010). El 50% de los hongos determinados en el presente estudio, esta
conformado por especies de importancia comestible con las cuales se comercia
comunmente, a excepcion de Amanita vaginata, Clitocybe gibba, Lycoperdon perlatum
y L. pyriforme, lo cual debe estar relacionado con el color, aroma, textura y sabor de

estos mismos, tal como se describe en los aportes de Feregrino-Feregrino (2013).
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Respecto a si el taxa analizado es comestible, Russula mexicana fue reconocida por
nuestros informantes como un recurso alimenticio, lo cual contradice aportes como los
de Guzman (1990), en los que dicho taxén es descrito como no comestible, esto debe
estar relacionado con la aplicacion de métodos propios de los “hongueros” de Villa del
Carbon, mediante los cuales es posible distinguir o disminuir la toxicidad de especies
como Russula y Amanita, haciéndolas inocuas para el humano a partir del algin

proceso de coccidn, confirmando asi lo descrito por Boa (2004).

Los hongos toxicos conforman el 9% de nuestro inventario, para el que sblo se
obtuvieron datos referentes a las intoxicaciones por Amanita pantherina, mismos que
concuerdan con el “micetismo muscarinico” descrito por Pérez-Silva y Suarez (1991), el
cual se considera propio del género Amanita; en general, nuestros informantes
mencionaron que evitan la ingesta de hongos que “cambian de color”, en referencia a la
oxidaciéon del contexto, ademés de aquellos que crecen sobre heces fecales o bien

presentan olor o sabor desagradable.

El taxon medicinal colectado en el area de estudio, representa el 1.4% de las 70 especies
reportadas por Guzman (2008), el 1.1% de los 90 hongos descritos por Zolla y Argueta
(2009) y el 0.46% de las 217 especies analizadas por Bautista (2013); todos estos
registros, basados en el conocimiento tradicional de distintas comunidades originarias,
pertenecientes a la Republica Mexicana. Al contrastar nuestro inventario de especies
con investigaciones realizadas en los municipios de Acambay, El Oro, Valle de Bravo,
Temascaltepec y Chapa de Mota, pertenecientes al Estado de México, éste resultado

representa el 5.8% de las 18 especies medicinales descritas por Guzman et al., (2009).

El bajo porcentaje de hongos medicinales empleados en Villa del Carbon, debe estar
relacionado con los procesos de aculturacién descritos por Barrientos-Lopez (2004),
donde el 1.26% de la poblacion Mazahua y Otomi, ha sido desplazada debido a la
perturbacion de las zonas boscosas y a la elevada tasa de migracion llevada a cabo por
estas poblaciones rurales a las diferentes ciudades de la Republica Mexicana y otros

Paises, tal como lo menciona Santiago et al., (2016).
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En cuanto al objetivo principal de este trabajo, el Cuadro 1 muestra a Stereum hirsutum
como el tnico taxén de importancia medicinal, reconocido por nuestros informantes
como “hongo de palo” empleado en el tratamiento de dos padecimientos, por lo cual de
acuerdo con lo reportado por Aguilar-Cruz y Villegas (2010), ademas de Feregrino-
Feregrino (2013), este resultado representa el primer registro de un hongo silvestre
medicinal para el area de estudio. Estudios como los de Pérez-Silva et al., (1993), han
reportado a S. hirsutum como un hongo sin utilidad, lo cual debe estar relacionado
dicho estudio carece de datos referentes al conocimiento de los pobladores de
municipios como Cananea, Granados, Huachinera, Yécora y Rincon del Giierijo, en

Sonora, en los que dicho taxén se encuentra ampliamente distribuido.

El nombre y uso medicinal del “hongo de palo” no forma parte del listado publicado por
Guzman (1997), el cual comprende 5,500 nombres comunes con los que se reconoce a
los hongos en América Latina, sin embargo, agrupa a S. hirsutum en el etnotax6n
“orejas de palo”, el cual estd conformado por Ganoderma, Polyporus y Auricularia,
empleados para contrarrestar el dolor de cabeza y estbmago. En este contexto, solo los
Totonacas de la Sierra Norte de Puebla, refieren a S. hirsutum como un hongo medicinal
empleado en el tratamiento de tinas, segin Vazquez (2012), sin mencionar el nombre

comun y forma de preparacion especifica para dicho taxon.

S. hirsutum no se encuentra entre los 16 hongos lignicolas medicinales reportados por
Ruan-Soto et al., (2009), lo cual debe estar relacionado con la distribucién de este
tax6n, ademéas de diversos procesos socioculturales en los que el uso de la medicina
moderna y la apertura de vias de comunicacion entre pueblos originarios y mestizos,
han desplazado el uso medicinal de los hongos, ligado a condiciones de pobreza en la

que se encuentran diversas comunidades del pais.

Los Nahuas de Chimalapa, Hidalgo, emplean al “hongo de palo” en el tratamiento del
“mal de orin”, dolor de estbmago y dolor de cabeza, sin embargo, el tax6n al que se le
asigna dicho nombre comun ha sido reportado como desconocido por Bautista (2013),

ya que éste espécimen fue descrito por sus informantes sin ser identificado entre los
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estimulos fotograficos correspondientes a las especies colectadas por dicho autor, sin
embargo, la descripcion morfolégica y modo de preparacion, coinciden con nuestros
resultados, por lo cual se propone que el taxon medicinal descrito por los Nahuas de

Chimalapa, corresponde a S. hirsutum.

En cuanto a los hongos que forman parte de nuestro inventario, diversos taxa
comestibles han sido reportados como hongos medicinales para otras localidades de la
Republica Mexicana, cuya forma de preparacion es idéntica a la referida por nuestros
informantes, tal es el caso de: Clytocybe gibba reconocido como tejamanil, campanita u
hongo de trozo, cuya carne e infusiéon es empleada como antipirético (Palomino, 1990);
Lycoperdon perlatum, empleado en el tratamiento de heridas, quemaduras y manchas
en la piel, mediante la aplicacion de las esporas del hongo en el area afectada (Montoya
et al., 2002); Amanita caesarea, Boletus edulis, Clitocybe gibba, Lactarius indigo,
Lycoperdon perlatum y Lycoperdon pyriforme, utilizadas en el tratamiento de 15
diferentes padecimientos, cuya aplicacion estd dada en funcién del etnotaxén al que
pertenecen las especies (Guzman, 2008); Clitocybe gibba, Lactarius indigo y
Lycoperdon perlatum, empleadas como antipiréticos, purgantes o tutiles en el
tratamiento de heridas en la piel, respectivamente (BDMTM, 2009); Lycoperdon
perlatum, registrado por Canseco (2011), sin hacer énfasis en la forma de preparaciéon y
padecimientos para los que se emplea; Boletus edulis, Clitocybe gibba, Lactarius
indigo, Lycoperdon perlatum, L. pyriforme, Amanita rubescens, A. caesarea, A.
vaginata y Helvella crispa, empleadas en el tratamiento de diversos padecimientos
(Bautista, 2013); Ademas de Amanita caesarea, reconocida con el nombre comtn de
“hongo rojo”, considerada como una especie medicinal por Jiménez et al.,, (2013)

debido a su capacidad antioxidante, antibacteriana y antiinflamatoria.

Estos resultados evidencian diferencias significativas en cuanto a la especificidad de la
informacion y diversidad de especies medicinales documentadas en Villa del Carbén,
por lo cual las limitantes de la presente investigacion estan relacionadas con el nimero
de muestra, la ocupacion de nuestros entrevistados, ademas de la localidad analizada, ya

que el grupo de informantes clave fue conformado por 14 personas dedicadas a la venta
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de hongos y los espécimenes colectados pertenecen a s6lo uno de los tres lugares de

colecta clasificados por nuestros entrevistados como el “llano”, el “monte” y la “milpa”.

En general, nuestros resultados indican que los hongos medicinales presentes en el area
de estudio, no son considerados un recurso de valor econéomico o comestible, siendo
empleados solo por los “hongueros” o bien por informantes cuyo conocimiento ha sido
adquirido a través de las generaciones. La utilidad medicinal de Stereum hirsutum, fue
detectada s6lo mediante la aplicacién del ejercicio de reconocimiento con ayuda de la
libreta etnomicologica, lo cual confirma que los estimulos fotograficos son escenciales
para el registro de los usos y nombres comunes asignados para diversas especies que no

son comestibles, tal como lo menciona Bautista (2013).

Este trabajo da continuidad a registros previos para el area de estudio, a partir de la
identificacién, colecta y analisis de hongos medicinales que componen la vegetacion
circundante de la cabecera municipal, por lo cual, las especies colectadas fueron
reconocidas por los entrevistados con facilidad, tal como se menciona en trabajos como
los de Aguilar-Cruz y Villegas (2010) y Feregrino-Feregrino (2013). Las mejoras a
estudios previos estan relacionadas con la documentacién del nombre comun, forma de

preparacion y etnotaxdn al que pertenecen estas especies silvestres.

Compuestos de Stereum hirsutum—Entre los compuestos detectados, tres
sustancias deben estar relacionadas con las propiedades medicinales referidas para el
“hongo de palo”, de acuerdo con estudios previos, en este contexto, su deteccion sugiere
la efectividad de este taxén en el tratamiento de hemorragias nasales (XIV) y heridas
cutaneas (IV y V), sin embargo, debido a que S. hirsutum es un complejo formado por
casi 20 variedades, por lo cual su probable actividad biol6gica se discute a continuacion,

de acuerdo con lo descrito en la literatura especializada.

Actividad Antibidtica y Antiviral—El espectro UV del compuesto IV presenté un
maximo de absorcion a 308nm (Cuadro 2), por lo cual, esta sustancia probablemente
corresponde al grupo de lactonas descritas por Opatz et al., (2008), las cuales presentan

actividad antibacteriana contra Bacillus brevis, Micrococcus luteus, Staphylococcus
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aureus y Nematospora coryli; antifingica contra especies fitopatdgenas tales como
Magnaporthe grisea, Fusarium graminearum y Phytophthora infestans; ademas de
actividad citotéxica para dos lineas de células cancerosas: HeLa S3 y Hep G2. Estos
sesquiterpenoides tetraciclicos presentan una distribucioén altamente restringida, por lo
cual se infiere que la cepa Stereum sp. (IBWF01060) de Opatz et al., (2008), pertenece al

complejo S. hirsutum.

La maxima absorcion de V (Cuadro 2), coincide con los datos reportados por Ma et al.,
(2014), para el 4-hydroxy-5-methoxy-6-(3-methyl-2-butenyl)-phenyl-2,4-dihydroxy-6-
methyl-benzoate de actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis y Pseudomonas aeruginosa, ademéas de capacidad inhibitoria contra la 6xido-
nitrico sintasa (NOS) y citotoxica para dos lineas de células cancerosas (A549 y HepG2),
por lo anterior, si la actividad del compuesto V correspondiese con lo reportado
previamente, este metabolito debe estar relacionado con la efectividad de S. hirsutum en
el tratamiento de heridas cutineas, sin embargo, los metabolitos descritos por Ma et al.,
(2014), fueron aislados a partir del fermento de arroz inoculado con S. hirsutumy no de
un taxon silvestre, lo cual sugiere que V debe representar una forma analoga de 4’-
hydroxy-5’-methoxy-6’-(3-methyl-200-butenyl)-phenyl-2,4-dihydroxy-6-methyl-

benzoate, debido a las diferencias de sustrato e interaccion de otros componentes.

Los compuestos VIII y XII, presentaron similitud con el A méx correspondiente a
Sterostrein I y Sterostrein B, respectivamente, metabolitos considerados propios de S.
ostrea, por lo cual se infiere que las sustancias detectadas en S. hirsutum corresponden
a formas homologas de estos compuestos, para los que Isaka et al.,, (2011; 2012) no
describen alguna funcién biologica, sin embargo, a partir de su estructura quimica son
clasificados como iludalanos, compuestos de actividad antibiotica descritos previamente
para Clitocybe candicans, de acuerdo con Arnone et al., (1989), ademéas de capacidad
antiviral aislados de Clavicorona pyxidata, segin Erkel et al., (1992), lo cual sugiere

que los sesquiterpenos aislados de S. hirsutum cuentan con algin potencial antibi6tico.

Compuesto X, presenté un maximo de absorcion similar al descrito para 2-hydroxy+5-

methoxy-6-(3-methylbut-3-en-1-ynyl) benzylalcohol, el cual segin Dubin et al., (2000),
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forma parte de una nueva serie de acetilenos derivados de la hidroximetilacion del
Frustulosinol, por lo cual, si este tipo de compuestos formaran parte de la
quimiodiversidad analizada en el presente estudio, S. hirsutum podria presentar
actividad fitotéxica en plantas de tomate. El que s6lo una de las siete sustancias
descritas por Dubin et al., (2000), presente similitud con los resultados obtenidos, debe
estar relacionado con la polaridad del solvente empleado y el sustrato en el se

desarrollaron ambas cepas.

El espectro UV del compuesto XI coincide con Stereumin P de Zheng et al., (2013), el
cual no es referido por la bibliografia especializada con alguna actividad bioldgica, en
contraste, forma parte del grupo de los cadinanos, compuestos de actividad nematicida,
antibacteriana y citotoxica, los cuales se han detectado previamente en Stereum,
Strobilurus, Lentinus, Tyromyces y Phellinus, por lo que de acuerdo con lo descrito por

Chen y Liu (2017), se intuye que éste compuesto debe presentar actividad antibi6tica.

Inhibidores Enzimaticos—Los compuestos I y IX (Cuadro 2) presentaron similitud con
el maximo de absorciéon descrito para dos alcaloides inhibidores de la actividad de 113-
HSD1 (11B-Hidroxiesteroide desidrogenasa Tipo 1), por lo cual, segin lo descrito por
Ito-Kobayashi et al., (2008), la presencia de este tipo de sustancias sugieren el potencial
medicinal de Stereum spp., en el tratamiento de sindromes metabdlicos tales como la
resistencia a la insulina, obesidad, dislipidemia, hipertension y aterosclerosis. Sterenin
B y Sterenin C, fueron aislados de la muestra SANK21205, un taxén silvestre cultivado
en medio so6lido, cuya descripcion morfologica coincide con la realizada por Kuo
(2007b) para S. hirsutum, por lo anterior se propone que la cepa SANK21205 debe

corresponder al mismo taxoén analizado en el presente estudio.

Actividad Citotéxica—El acido dehidroabiético (XIII), es un diterpeno triciclico
considerado propio de la resina de diversos arboles, descrito por Ukiya et al., (2002),
como un agente potencial quimiopreventivo en el tratamiento del cancer, debido a que
inhibe la activacion del antigeno EBV-EA, inducido por TPA (12-O-
tetradecanoyiphorbol-13-acetato); también presenta actividad fungistatica al inhibir la

germinacion de esporas y el crecimiento micelial de Dothistroma pini de acuerdo con
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Savluchinske-Feio et al., (2006); ademas, Xing et al., (2013) han descrito su actividad
citotoxica contra dos lineas de células cancerosas (EJ y 5637), mediada por la presencia
de tres compuestos derivados a partir de modificaciones inducidas en la posicion C18
del acido dehidroabiético, lo cual sugiere que éste compuesto podria ser propio del
hospedero de S. hirsutum, sin embargo su deteccion indica que este taxon es resistente a
dicho metabolito, por lo cual a partir de su extracciéon y purificacion podrian sintetizarse
diversas sustancias de importancia medicinal. El acido palmitico (XV) y acido estearico
(XVI), detectados en el taxon analizado en el presente estudio (Cuadro 3), se han
descrito previamente en exudados de raices arboreas ectomicorricicas (Sun y Fries,
1992) y en hongos como Piptoporus betulinos, Fomes fomentarius y Trametes
versicolor (Smolibowska et al., 2016); en éste contexto, de acuerdo con lo descrito por
Lu et al., (2003), estos acidos grasos presentan un efecto negativo para el humano en
altas concentraciones, ya que inducen la apoptosis de células Leydig, generando

procesos de reproduccion anormal.

Capacidad Antioxidante—Estudios previos refieren al 4cido docosanoico (XVIII), como
una sustancia con capacidad antioxidante, la cual fue detectada en trabajos previos
mediante ensayos redox, de acuerdo con lo reportado por Liu y Nair (2010); mientras
que Mazimba et al., (2011), describen la actividad antimicrobiana de dicho compuesto

contra Staphylococcus aureus (ATCC 9144).

Compuestos Antthemostaticos—El Compuesto XIV fue determinado como triazin, el
cual ha sido reportado previamente por Kamble y Sudha (2006) como una sustancia de
actividad antihemostatica similar o menor a la de la indometacina, encontrando que
solo los compuestos con modificaciones en el grupo C=S, presentan alta actividad
antihemostatica; posteriormente, Ali (2009) describe al Triazin, como un agente
antibacteriano, a partir del cribado de éste compuesto contra Staphylococcus aureus
(MTCCB 737), S. epidermidis (MTCCB 1652) y Escherichia coli (MTCCB 1652) y
antifingico contra Aspergillus fumigatus, A. niger y Alternaria alternata; Ibrahim et
al., (2009), describen la actividad fungicida del triazin contra Alternaria alternata y
Aspergillus niger. Por lo anterior, la presencia de este metabolito en particular, indica

que S. hirsutum presenta sustancias con potencial medicinal.
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CONCLUSIONES

El presente estudio representa un aporte al conocimiento de la biodiversidad de
basidiomicetos del Municipio de Villa del Carbon, mediante el analisis de caracteres
morfologicos, informacion molecular y datos etnomicolégicos de especies silvestres, lo
cual permiti6 la seleccion de los taxa medicinales, para la deteccion de sus compuestos
activos. La micobiota analizada fue conformada por 35 basidiomicetos y un ascomiceto,
entre los cuales, solo 27 fueron identificados mediante el uso de marcadores
moleculares; mientras que a partir de los datos etnomicolégicos, fue posible seleccionar

una especie medicinal para el analisis de su “quimiodiversidad”.

A partir de la determinacion morfolégica y molecular de los organismos colectados, se
idetificaron 75 especimenes, lo cual permitié resolver incongruencias en cuanto a la
identidad de por lo menos 12 taxa. Mediante el analisis de dicha informacion se generé
un inventario de las especies silvestres en la zona de estudio, el cual incluye datos tales
como: nombre comun, utilidad, forma de preparacion y efectos toxicos, asignados para

cada taxon.

La documentacion etnomicoldgica, permitié agrupar 35 especies en correspondencia
con el uso que le confieren los informantes, encontrando hongos comestibles, toxicos y
medicinales, el registro de estos ultimos permiti6 seleccionar a Stereum hirsutum como

un tax6n medicinal.

El analisis de la quimiodiversidad de Stereum hirsutum, permitié detectar la presencia
de 17 compuestos con probable actividad biologica, entre estos, tres metabolitos
prodrian estar relacionadas con las propiedades medicinales referidas para el “hongo de
palo”, por lo tanto, su deteccion sugiere la efectividad de este tax6n en el tratamiento de

hemorragias nasales y heridas cuténeas.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que la biodiversidad de
basidiomicetos silvestres de Villa del Carbén es mayor a las 35 especies que se muestran
en nuestro inventario. Por lo cual, considerando la micobiota silvestre presente en el
Municipio, se propone continuar con el andlisis riguroso de la diversidad fangica,

ampliando las exploraciones micologicas en los diferentes tipos de bosques y pastizales.

En cuanto a la determinacién del taxa colectado, se infiere que en Villa del Carbén se
distribuyen especies que no se han descrito previamente, por lo cual, a partir de un
enfoque sistematico y ecologico, podria resolverse la identidad y patrones de

distribucién de grupos especificos.

La informaci6n etnomicoldgica obtenida, permitié documentar la utilidad e importancia
de especies que no se habian registrado previamente, por ende, seria pertinente la
realizacion de estudios antropologicos en los que se evaliie y documente el conocimiento
tradicional de los pobladores, asi como el de las comunidades aledafias al area de

estudio.

Los compuestos no identificados detectados en Stereum hirsutum, revelan que este
tax6on cuenta con un alta “quimiodiversidad”, la cual requiere de la dilucidacion de su

estructura y funcion, para la comprension de su importancia biologica.
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Anexo 1. Listado de especies biol6gicas colectadas y secuencias de referencia depositadas en GenBank, empleadas en la determinacién molecular
de los taxa. El porcentaje de Identidad de los taxa, se establecit en relacion con el niimero de pares de bases correspondiente a la regién ITS (500-

700pb).
Espécimen Especie Biolégica Secuencias de Referencia
GenBank (ITS 1, 5.8s e ITS 2) Niimero de acceso Identidad (%) Origen Geogréfico
VCl144 Amanita flavoconia Amanita flavipes AB015696 99 Kutsuki-Mura, Jap6n
VC104 Amanita phanterina Amanita pantherina EU569283 99 Guerrero, México
VCi134 Amanita phanterina Amanita pantherina EU569283 99 Guerrero, México
VC088 Amanita novinupta Amanita novinupta KC152066 99 Atlautla, México
VC093 Amanita novinupta Amanita novinupta GQ250403 99 California, EUA
VC106 Amanita novinupta Amanita novinupta GQ250403 99 California, EUA
VC108 Amanita novinupta Amanita novinupta GQ250403 99 California, EUA
VC135 Amanita vaginata Amanita vaginata KF017949 91 Corea del Sur
VC096 Gymnopus biformis Gymnopus biformis AY256699 97 Luisiana, EUA
VC099 Gymnopus biformis Gymnopus biformis AY 256699 98 Luisiana, EUA
VCl142 Gymnopus biformis Gymnopus biformis AY256699 98 Luisiana, EUA
VC122 Gymnopus dryophilus Gymnopus dryophilus KCl152108 99 Michoacéin, México
VCI117 Gymnopus subsulphureus Gymnopus subsulphureus DQ449972 99 Carolina del Norte, EUA
VC129 Marasmius calhouniae Gloicephala acuatica DQO097356 83 Argentina
VCl46 Marasmius cohaerens Micromphale brassicolens DQ449989 93 Rusia
VC105 Marasmius rotula Marasmius rotula KC176355 95 Michigan, EUA
VCl124 Coprinopsis insignis Coprinopsis insignis JX118738 96 Hungria
VC139 Psathyrella candolleana Psathyrella candoleana AB470877 100 Gansu, China
VC090 Collybia tuberosa Cyptotrama asprata DQ097355 82 EUA
VC145 Clitocybe gibba Infundibulicybe gibba GU188436 99 EUA
VCi21 Stropharia semiglobata Stropharia hornemanii JN021095 94 Ontario, Canada
VCO087 Russula mariae Russula violeipes KF361797 92 Ulleung-gun, Corea
VC089 Russula violeipes Russula violeipes AY061726 97 Europa
VC133 Russula flavisiccans Russula aureginea EU819421 97 Wisconsin, EUA
VCl148 Russula mexicana Russula curtipes JF908677 94 Ttalia
VC123 Russula sororia Russula sororia AB211275 99 Shizuoka, Japon
VC113 Russula aff. pectinatoides Russula melzeri AY 061691 96 Europa
VC151 Russula aff. Pulchra Russula favrei KC581298 96 Vancouver, Canada
VC097 Stereum sp. Stereum sanguinolentum EU273556 96 Jiangsu, China
VC127 Stereum hirsutum Stereum hirsutum FI810144 95 Liaoning, China
VC143 Podoscypha sp. Podoscypha venustula JN649366 98 Venezuela
VC140 Polyporus arcularius Polyporus arcularius GU207249 99 Costa Rica
VCI111 Leccinum aff. rugosiceps Leccinum crocipodium EUS569239 89 Guerrero, México
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Anexo 2. Instrumento disefiado para la realizacién de las entrevistas semiestructuradas*.

GUIA PARA LA REALIZACION DE ENTREVISTA

A) Datos del informante

Sexo:

Edad:

Ocupacién:

B) Listado libre de especies
(En ésta seccion el informante debera hacer mencion de todos los nombres de
hongos que conoce o recuerda)

1. 4. 7. 10. 13.
2, 5. 8. 11. 14.
3. 6. 9. 12, 15.

C) Fenologia de hongos

¢En qué lugares crecen los hongos (sustrato)?

¢Usted recoge los hongos o los compra? {Dbnde?

D) Hongos de utilidad medicinal

¢Sabe usted de algiin hongo que cure enfermedades?

¢Qué hongos ha utilizado para curarse?

¢Qué enfermedades cura este hongo?

¢Qué parte del Hongo utiliza?

¢Cbmo lo prepara y en qué cantidad lo usa?

E) Ejercicio de reconocimiento con ayuda de la libreta etnomicolégica
(En caso de que el informante reconozcea algiin ejemplar, se aplicarin los siguientes reactivos)

¢Coémo se le dice a éste hongo?

¢Usted ha usado éste hongo?

¢Para qué lo utiliza?

*Las preguntas que conforman ésta gufa no se realizaron textualmente, debido a que requirieron ser
adaptadas seglin el contexto, circunstancia y tipo de entrevistado.
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Anexo 3. Secuencias de nucleétidos correspondientes a las regiones ITS1, 5.8s e ITS2 del ADNr
nuclear, amplificadas del taxa colectado en Villa del Carbén, Estado de México.

Taxédn: Collybia tuberosa Espécimen: VC090

Lugar y fecha de colecta: Bosques latifoliados aledafios a la cabecera municipal de Villa del Carbén, Estado
de México, 17 de Septiembre del 2013.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

TAGGTGAACC
TTCAGCTGTG
GAGAACTGTG
AGCTCCCTTT
TAGAATGTCT
GGATCTCTTG
GCAGAATTCA
GGCATGCCTG
GGATATGGAG
ATACCTTGGC
TTTGTGAATA
GCGACTCTGG
GTTGACCTCA

TGCGGAAGGA
CACGCTTCAR
GAGTRATCTC
GTTCTTCTCT
TTCATTAATT
GCTCTCGCAT
GTGRATCATC
TTTGAGTGTC
GTTGCTGGAT
ATGCTCAAGC
ARGGGCTACT
TTGGCTTTTA
AATCAGG

TCATTATTGA
TTCTTCAACT
TCACTCTTTG
CAGCCTTTCA
GGACTCTGTC
CGATGAAGARL
GAGTCTTTGA
AGTAAATTCT
CCTTAGTATT
TGTGATAATT
TGAATGTTCC
TTGCTTCTAR

ATGRATTAAT
TTCTTTTCCT
GAGTGGATGG
GGTTTATGAT
CATTAATAAR
CGCRGCGAAT
ACGCACCTTG
CAATTTACTT
CAGCTCTTCT
ATCCTAGCTT
CTTTGCTTTC
TCGTCTTGCA

GGAGCTGTGC
GTGCACCTTT
GAGGGTCTTG
TATATCAACT
CAATTACAAC
TGCGATAACT
CGCCCTTTGG
CAATTTATTG
GAARATGTATT
GATGTGTTGA
TCTATGAACG
ATATAGACAR

GGGTTGTGCA
GCGTAAACTT
CTTGTATAAR
CTTGTATGTT
TTTCGACAAC
AATGTGAATT
TATTCCGAAG
AAGAGARATT
AGCAGTGACC
GATTCAGAGC
AGATAACTAT
TTACTTGACT

Taxomn: Leccinum aff. rugosiceps Espécimen: VC111

Lugar y fecha de colecta: Bosques latifoliados aledafios a la cabecera municipal de Villa del Carbon, Estado
de México, 17 de Septiembre del 2013.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

CCTTATTGTA
TGTGTTACCT
GAARCGCAGCG
TTGAACGCAC
ATCAATCAAC
TTGTCAGCTA
TGATRAAGAT
TCCATCAGGT
GTGCATACGG
GGAATTAGTA
CATAGTAAAT
TAGTACTCCC
ARATCCACTG
GTARATCTGA
GTTAATCACC

GATCGCGAGA
ATTTTATTAC
AATTGCGATA
CTTGCGCTCC
CATCAAGTCT
TCCTTAAAAG
CGTCGTGGGET
TGATAACCAR
CCTAACCCGC
CTACTTCATG
CTGAAGTTCA
TAATGTGTAC
GGGGGCAGGG
AGCTTTTAGC
AATTGACCTC

TCTATGTATT
ARCTTTCAGC
AGTAATGTGA
TTGGTATTCC
TTGATTAGAC
CATTAGCAAG
TGGAAGTGTA
CCATGAAATT
TGGAAGCGTA
TAGCAAGTTG
GCTTAGCTTA
GTGCATACGG
CTGGAATTAG
TAGCTTTATC
A

TTCATAATCC
AATGGATCTC
ATTGCAGATT
GAGGAGCATG
TTTTTTGGCT
TTGTTAATCT
GTATCTTGCT
AGCTGTTGAT
CTAGTAGGTA
TCTATGTGTA
TTGATTAGGA
CCTRATCGCT
CAAGCCAAMNG
ATTCCCAGAT

TATATTGTAT
TTGGTTCTCG
TTCAGTGAAT
CCTGTTTGAG
TGGACTTGGG
ACATGCACGG
TCCRRAGTCA
TAGTACTACC
GGARRATCCA
TACGGCCTGA
AAATCCCAGA
GGARGCGTTA
TGAATTTGTC
CTGATCGCTG

GTCTACAGAR
CATCGATGAA
CATCGAATCT
TGTCATTTTA
ATTTGCTGGC
CCTTTCGACG
ATCARACCCCA
TAATGTCTAC
CCAGTAGGCT
CCGCTGGAAG
TCTAGAAGAT
TTAGGTAGGA
TACTATGGTA
CTAGTCGATG

Taxon: Marasmius calhouniae Espécimen: VC129

Lugar y fecha de colecta: Bosques latifoliados aledafios a la cabecera municipal de Villa del Carbén, Estado
de México, 17 de Septiembre del 2013.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

TGAATTAATG
TCTTTTCCTG
AGTGGATGGG
GTTTATGATT
ATTAATAARAC
GCAGCGAATT
CGCACCTTGC
AARTTTACTTC
AGCTCTTCTG
TCCTAGCTTG
TTTGCTTTCT
CGTCTTGCAA

GAGCTGTGCG
TGCACCTTTG
AGGGTCTTGC
ATATCAACTC
AATTACAACT
GCGATAACTA
GCCCTTTGGT
AATTTATTGA
ARATGTATTA
ATGTGTTGAG
CTATGAACGA
TATAGACAAT

GGTTGTGCAT
CGTARACTTG
TTGTATAAARR
TTGTATGTTT
TTCGACAACG
ATGTGAATTG
ATTCCGAAGG
AGAGAAATTG
GCAGTGACCA
ATTCAGAGCT
GATAACTATG
TACTTGACTG

TCAGCTGTGC
AGAACTGTGG
GCTCCCTTTG
AGAATGTCTT
GATCTCTTGG
CAGAATTCAG
GCATGCCTGT
GATATGGAGG
TACCTTGGCA
TTGTGAATAR
CGACTCTGGT
TTGACCTCARA

ACGCTTCAAT
AGTAATCTCT
TTCTTCTCTC
TCATTAATTG
CTCTCGCATC
TGAATCATCG
TTGAGTGTCA
TTGCTGGATC
TGCTCAAGCT
AGGGCTACTT
TGGCTTTTAT

TCTTCAACTT
CACTCTTTGG
AGCCTTTCAG
GACTCTGTCC
GATGAAGAAC
AGTCTTTGAR
GTARATTCTC
CTTAGTATTC
GTGATAATTA
GAATGTTCCC
TGCTTCTAAT
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Taxdn: Russula mexicana Espécimen: VC148

Lugar y fecha de colecta: Bosques latifoliados aledafios a la cabecera municipal de Villa del Carbon, Estado

de México, 17 de Septiembre del 2013.

1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601

TAGGTGAACC
TTCAAAGGTC
TCACCCTTTG
ARARCTCATA
ACARCGGATC
GAATTGCAGA
CGAGGGGCAC
TTGGAATTGG
CAGTGGGGTC
CATCGTCCCT
ACATTGGCGG

TGCGGAAGGA
GTGCACGCCC
TGCATCACCG
CAGTGTAGAR
TCTTGGCTCT
ATTCAGTGAR
ACCCGTTTGA
AGGTTTAATG
TGCTTTGCTG
GCTCCTAATC
GAGGCTGGAC

TCATTATCGT
TTCARAAGGTC
CGTGGGTCCT
TGTTTATTTT
CGCATCGATG
TCATCGAATC
GTGTCGTGAR
CTCGCTTTTG
GTCCTTGACG
GTCTCCAGGA
CCACAARAAT

ACARCGGAGG
GTGCACGCCC
CCCGCAAGGG
TGCGGTCACA
AAGARCGCAG
TTTGAACGCA
ATCCTCAAAR
CCTTTGARAG
TGATAAGATG
CAATGATGGT
ARARCCT

TGCAAGGGCT
GGGCCCTCTC
AGGGCTCACG
CGCGATCAAT
CGAAATGCGA
CCTTGCGCCC
CCCCCTCTTC
CGAGCTCCTC
TTTCTACGTT
GCTTCCGGTC

GTCGCTGGCC
ACARTCCATC
TTTTCACATA
ACARCTTTCA
TACGTAATGT
CTTGGCATTC
TTTGGGAGTT
TCAAATGAAT
TTGGATTTGG
ACCGCCATCC
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Anexo 4. Catalogo de especies presentes en el area de estudio, ordenadas por familia.

Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Amanitaceae 1

1

1. Amanita caesarea

2. Amanita flavoconia

3. Amanita novinupta

4. Amanita pantherina

64




Ariadna Contreras Juarez|FES Iztacala | 2018

Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Amanitaceae 2

1 2

1. Amanita vaginata 2. Amanita vaginata
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Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae 1

1
3
’ \
‘_:
sem |
1. Gymnopus biformis 3. Gymnopus subsulphureus
2. Gymnopus dryophilus 4. Marasmius calhouniae

66




Ariadna Contreras Juarez|FES Iztacala | 2018
Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae 2
1 2
i
icm 5mim
1. Marasmius cohaerens 2. Marasmius rotula
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Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathyrellaceae

1. Coprinopsis atramentaria

2. Coprinopsis insignis

E

2

3. Psathyrella candolleana
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Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae

1

1.

Lycoperdon perlatum

Smim

2. Lycoperdon pyriforme

Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae

3

1.

Collybia tuberosa

5mm

5mm

2. Clitocybe gibba

1cm
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Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Pluteaceae

1 2

5mim 5mm

1. Pluteus chrysophlebius 2. Pluteus chrysophlebius

Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae

3 4

1. Stropharia semiglobata 2. Stropharia semiglobata
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Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Russulaceae 1

1

1. Russula flavisiccans

2. Russula mariae

2

3. Russula Mexicana

4. Russula aff. pectinatoides
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Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Russulaceae 2

1. Russula aff. pulchra

2. Russula violeipes

2

3. Russula aff. xerampelina

4. Russula sororia

|§

1cm
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Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Russulaceae 3

1.

Lactarius indigo
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Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Steraceae

1 2

|§

1. Stereum sp. 3. Stereum hirsutum

2. Stereum sp. 4. Stereum hirsutum
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Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Meruliaceae

1. Podoscypha sp.

Basidiomycota Agaricomycetes Boletales Polyporaceae

1

1. Polyporus arcularius
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Basidiomycota Agaricomycetes Boletales Boletaceae

1.

Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Helvellaceae

1.

Leccinum aff. rugosiceps

Helvella crispa

2.

Strobilomyces floccopus
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