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I. RESUMEN
El consumo de hongos silvestres se ha incrementado en los ultimos afios; sin embargo, no
todos son comestibles y pueden provocar envenenamientos. Por lo tanto, es necesario
realizar estudios que permitan obtener informacidn sobre su toxicidad. Para este proposito,
se utilizé a Artemia franciscana, un crustaceo que se emplea en ensayos de toxicidad y que
tiene gran aplicacion en la deteccion de toxinas, incluyendo las micotoxinas. Se
recolectaron hongos en varias localidades de Jalisco, México, de estos se seleccionaron y
determinaron 28 especies de Basidiomycetes. Se prepararon 28 extractos acuosos Yy seis
alcohdlicos de los basidiomas de las 28 especies; se realizaron diluciones para obtener
concentraciones de 1000, 500, 250, 100, 50 y 25 pg/mL, las cuales se probaron sobre
nauplios (acuosos y alcohdlicos) y quistes (Gnicamente acuosos) de A. franciscana. Se
utilizé dicromato de potasio (DP) como testigo positivo y agua de mar como testigo
negativo. Se calcul6 la concentracion letal media (CL50) de los extractos sobre los nauplios
y el porcentaje de inhibicion de la eclosién y mortalidad sobre los quistes de A.
franciscana. Los extractos acuosos obtenidos de Amanita muscaria, A. Virosa,
Chlorophyllum molybdites, Leucopaxillus amarus y Xerocomus sp. 3, mostraron una CL50
< 70 pg/mL, sin presentar diferencias significativas (P > 0.05) con respecto al DP (CL50 =
46 pg/mL). Cantharellus cibarius y Scleroderma texense provocaron la menor toxicidad
sobre este estadio. Por otro lado, 19 de las 22 especies estudiadas en el bioensayo de
inhibicién de la eclosion, afectaron en mas del 80% la eclosion de los quistes de A.
franciscana en todas las concentraciones probadas, en contraste con el DP que inhibi6 la
eclosion en menos del 50% en todos los casos. EI mayor porcentaje de mortalidad en los
quistes fue causado por los extractos acuosos de A. virosa, C. molybdites, L. amarus y
Tylopilus aff. nicaraguensis. Por otro lado, Macrolepiota mastoidea es la que generd el
menor porcentaje de mortalidad en los quistes en todas las concentraciones. El ensayo con
Artemia franciscana demostro ser eficaz en la evaluacion de toxicidad de basidiomas de
hongos, con algunas excepciones como fue el caso de S. texense, ya que este hongo no
resultd toxico para este crustdceo. En cuanto a lo observado en los quistes de A.
franciscana, seria interesante realizar investigaciones que permitan aclarar los mecanismos
por los cuales los extractos de la mayoria de los Basidiomycetes de este estudio afectaron la

eclosion y muchos de ellos la sobrevivencia del embridn.



Il. ABSTRACT
The comsumption of wild mushrooms has increased in recent years; however, not all are
edible and may cause poisoning. Therefore studies to obtain data about their toxicity are
needed. For this purpose, we used Artemia franciscana, a crustacean employed in toxicity
tests and with wide application in the toxin detection, including micotoxins. Mushrooms
were collected from Jalisco state, Mexico. Aqueous (28) and alcoholic (6) mushrooms
extracts were prepared. Dilutions were performed from each extract's stock solution to final
concentrations of 1000, 500, 250, 100, 50, and 25 pg/mL. Potassium dichromate (PD) was
used as positive control and artificial seawater as negative control. The Lethal Dose 50
(LD50) of extracts over nauplii and inhibition-mortality percentage over cysts were
calculated. The aqueous extracts obtained from Amanita muscaria, A. Virosa,
Chlorophyllum molybdites, Leucopaxillus amarus, and Xerocomus sp. 3 show a LD50 < 70
pg/mL, without significant differences (P > 0.05) regarding to PD (CL50 = 46 pg/mL).
Cantharellus cibarius and Scleroderma texense caused the lower toxicity to this stage. On
other hand, 19 of the 22 species studied in the inhibition of hatching bioassay, affected
more than 80% of the cysts hatching of A. franciscana in all tested concentrations,
contrasting with the PD, which inhibited cysts hatching in less than 50% in all cases. The
highest percentage of mortality in the cysts was caused by the aqueous extracts of A. virosa,
C. molybdites, L. amarus, and Tylopilus aff. nicaraguensis; Macrolepiota mastoidea
produced the minor percentage of mortality in cysts in all concentrations. The brine shrimp
bioassay was effective in evaluation of Basidiomycetes toxicity, with some exceptions as in
the case of S. texense because this fungus was not toxic to the crustacean. In the hatching
bioassay, further research is needed to clarify the mechanism by which extracts of the
majority of the Basidiomycetes tested in this study affected the hatching and embryo

survival.



1. INTRODUCCION

1.1. Hongos en Jalisco

Hawksworth (1991), con base en las relaciones de hongos con plantas vasculares, estimo
que existen aproximadamente 1.5 millones de especies en el reino Fungi. Por su parte,
Guzmén (1998), considerando la estimacion de Hawksworth (1991), calculé 200 000
especies para México, de las cudles solo se conoce el 3.2% (Aguirre-Acosta et al., 2014). El
estado de Jalisco, el cual representa el 4% en superficie del territorio nacional, corresponde
al segundo lugar en mayor numero de registros de especies de hongos en México (Aguirre-
Acosta et al., 2014). Actualmente se conocen 1075 especies: 776 Basidiomycetes, 210
Ascomycetes, 73 Myxomycetes, ocho Zygomycetes, cuatro mitosporicos y cuatro
Chromistas para Jalisco, de acuerdo al trabajo de Sanchez-Jacome y Guzman-Davalos
(2011), quienes realizaron una basqueda exhaustiva de registros en la literatura de un total

de 88 trabajos revisados en los que se citan especies para esta entidad.

1.2. Hongos comestibles

Algunas especies de hongos que producen cuerpos fructiferos macroscopicos
(macromicetes) pueden considerarse como un alimento nutritivo y de calidad. Son bajos en
grasas y calorias, contienen vitaminas y minerales (Sadler, 2003), por ejemplo vitamina C
(&cido ascérbico), B1 (tiamina), B2 (riboflavina), acido folico, acido pantoténico y niacina,
asi como los minerales, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Na, P y Zn (Caglarlrmak et al., 2002). En cuanto
al contenido proteico, puede llegar a ser entre un 21-50% del hongo dependiendo de la
especie, el cual se puede considerar alto en comparacién con productos derivados del reino
animal como son la carne, el huevo y la leche (Colak et al., 2009). Ademas, Benjamin
(1995) mencion6 que los hongos superan en proteina a la mayoria de los vegetales y
legumbres con excepcion de la soya. Asi mismo, poseen todos los aminoécidos esenciales y
la mayoria de los no esenciales. Del total de amino&cidos presentes en los hongos, los

esenciales representan entre 25 y 40% (Benjamin, 1995; Ribeiro et al., 2008).

El interés por el consumo de hongos silvestres, la mayoria Basidiomycetes, se ha

incrementado en los ultimos afios, debido a su sabor, asi como a sus propiedades
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antitumorales, antioxidantes, antibioticas y antidiabéticas (Wasser, 2011). Este grupo de
hongos tiene un gran potencial como una fuente de metabolitos secundarios asi como de
enzimas (Brizuela et al, 1998). Ejemplo de esto ultimo se tiene a Lactarius indigo
(Schwein.) Fr. y Amanita caesarea (Scop.) Pers., del primero se ha detectado la presencia
de sustancias con capacidad antibidtica, las cuales ademas mostraron citotoxicidad (Ochoa-
Zarzosa et al., 2011). En el segundo, Yamac y Bilgili (2006) observaron que el extracto
podria tener propiedades antibidticas sobre Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus.
También se han encontrado efectos similares en extractos de especies de Cortinarius
(Nicholas et al. 2001).

1.3. Hongos venenosos

No todos los hongos silvestres son comestibles; algunos pueden causar envenenamientos al
consumirlos, principalmente de forma accidental (Ruiz Sanchez et al., 1999). Los distintos
envenenamientos por hongos presentan efectos o sindromes que van desde simples alergias
hasta severas intoxicaciones (Guzman, 1980). Estas intoxicaciones, Ilamadas micetismos,
son causadas por la ingestidbn de macromicetes que contienen sustancias que no son
degradadas por los procesos digestivos del humano, por lo que al ser absorbidas, provocan
reacciones adversas que generan desde un cuadro diarreico hasta la muerte por dafios

hepaticos o renales (Ruiz Sanchez et al., 1999).

Lincoff y Mitchel (1977) separaron a los micetismos en cuatro grupos, los cuales se
diferencian principalmente por el tiempo de incubacion de los sintomas y los efectos fisicos
que provocan. Posteriormente, Benjamin (1995), bajo el criterio de Lincoff y Mitchel
(1977), describié ocho micetismos de la siguiente forma:
Aparicion de los sintomas en menos de 4 h
e Gastrointestinal: Es el micetismo mas comun, se caracteriza por los sintomas de
dolor abdominal, nauseas, vomito y diarrea. Muy pocas veces es Severo.
e Muscarinico: Los sintomas se presentan a partir de 30 min, los cuales incluyen
vomitos, colicos abdominales, diarrea, broncoconstriccion, miosis, amaurosis e

incluso crisis convulsivas, entre otros (Ruiz-Sanchez et al., 1999).



Alucindgeno: Se presentan alucinaciones visuales y auditivas por la presencia de la
psilocibina o uno de los otros alucindgenos como el acido iboténico (Schultes y
Hofmann, 2000). Asi mismo, existen registros de que se pueden presentar de forma
paralela a los efectos alucindgenos diferentes trastornos como ansiedad, parestesia,
midriasis, nausea, taquicardia, inconsciencia, entre otros (Asselborn et al., 2000;
Berger y Guss, 2005; Beug et al., 2006). Estos sintomas aparecen aproximadamente
1 h después de la ingestion.

Panterino: Se produce un estado de embriaguez entre 30 y 120 min después de la

ingestion. Este sindrome se caracteriza por mareos y falta de coordinacion.

Aparicion de los sintomas después de 4 h

Sindrome por amatoxinas: Sintomas después de 6 h o mas de la ingestion,
usualmente, similares a los del micetismo gastrointestinal. En un tiempo variable de
48 a 96 h se pueden observar evidencias de dafio hepatico.

Sindrome por giromitrina: Se presenta entre 6 y 8 h después de la ingestion. Los
sintomas que se presentan son fiebre, dolor de cabeza, calambres musculares y
posteriormente hemolisis.

Sindrome por orellanina: La aparicion de los sintomas es muy lenta, a partir de 12 h
hasta dias o incluso semanas. Comienza con gastroenteritis, sequido de sintomas de

falla renal como la poliuria y sed intensa.

Sintomas después de haber ingerido alcohol

Coprinico: Es el micetismo menos comin pero mejor caracterizado debido a que
solo se presenta si la ingestion de los hongos que lo producen se combina con
alcohol. Aparece pocos minutos después de ingerir alcohol sin importar que los
hongos se consumieran desde horas hasta unos pocos dias antes. Los sintomas
comunes son la sensacién de enrojecimiento facial, dolor de cabeza, nauseas y un

sabor metélico.

Aproximadamente 5% de todas las intoxicaciones por hongos llegan a un desenlace fatal;

sin embargo, la letalidad asociada a los micetismos de larga incubacion, provocado por

especies como Amanita virosa Bertill., que contiene amatoxinas, es ain mas elevada, pues

puede llegar a presentar una letalidad de hasta 90% de los casos (Ruiz-Sanchez et al.,



1999). Es importante sefialar que, en algunos casos, las personas intoxicadas pueden
recuperarse considerando la edad, el peso corporal y la cantidad consumida del hongo
(Pérez-Silva y Herrera, 1992). Por lo general, estos envenenamientos se presentan en el
area urbana y suburbana del pais, donde las personas recolectan hongos durante la época de

verano, en muchas ocasiones, sin conocerlas (Rodriguez-Maldonado et al., 2008).

Guzmén (1987) report6 un caso de envenenamiento producido por Amanita virosa en ocho
integrantes de una familia de la region de Las Minas, Municipio de Villa Aldama,
Veracruz, de los cuéles dos de ellos, de 8 y 10 afios de edad, presentaron intoxicacion
hepatica mortal. Los demas integrantes de la familia solo tuvieron una leve intoxicacion, de
la cual se recuperaron ocho dias después. Se sospecha que A. virosa se mezcl6 con otros
hongos comestibles conocidos como "tecomate blanco” (A. rubescens Pers.) y por lo tanto,
es probable que la dosis de hongos venenosos que ingirieron ambos menores fue mayor a la
de los otros miembros de la familia. Pérez-Silva y Herrera (1992) mencionaron un caso de
micetismo mortal de dos adultos y un menor, en la region de Milpa Alta, D.F., en el cual
fallecio el menor de 5 afios de edad. A pesar de que no se logré determinar la especie
involucrada, se atribuyd la intoxicacién a Amanita virosa y A. verna. Rodriguez-Maldonado
et al. (2008) registraron el caso de seis miembros del sexo femenino que sufrieron
intoxicacion por el consumo de hongos silvestres, con la muerte de una menor por falla
hepéatica. Aunque no se identifico la especie involucrada, se diagnosticO como micetismo

faloidiano (sindrome por amatoxinas) debido a la sintomatologia presentada.

Por otra parte, Benjamin (1995) menciond que los envenenamientos asociados a los hongos
no siempre son causados por la accion de micotoxinas, si no que existen otros factores que
tienen la capacidad de producir reacciones adversas. Estas reacciones, de acuerdo con este
autor pueden ser causadas por: 1) Panico, principalmente por miedo de haber consumido
algun hongo venenoso, o bien, al sentir los efectos del micetismo alucindégeno por primera
vez. 2) Obstruccion intestinal al consumir hongos en grandes cantidades, ya que la quitina
de la pared celular de los hongos es relativamente dificil de digerir. 3) Reacciones alérgicas
e intolerancias, debido a la gran variedad de compuestos que contienen los hongos, los

cuales en algunos casos no se pueden metabolizar. 4) Por contaminacion de hongos
4



microscopicos y/o bacterias, por lo general al recolectar hongos deteriorados, los cuales son
un sustrato idoneo para el desarrollo de hongos microscdpicos, asi como un manejo
inadecuado en el momento de almacenarlos. 5) Contaminantes quimicos como herbicidas e
insecticidas, los cuales a menudo se aplican en zonas donde pueden fructificar
macromicetes comestibles. A pesar de que muchos de estos compuestos pierden su
toxicidad rapidamente posterior a su aplicacion, existen otros que tienen la capacidad de
perdurar en el ambiente y potencialmente acumularse en los hongos. 6) Metales pesados, en
particular isétopos radioactivos, los cuales pueden ser acumulados por diversas especies de

hongos, incluidas las comestibles.

1.4. Problematica

Existen diversos mitos en torno al conocimiento de la toxicidad de los hongos, tal es el caso
de lo descrito por Ruan-Soto et al. (2004) para la planicie del Golfo de México, en donde se
dice que todos los hongos que crecen sobre el suelo son toxicos, en cambio aquéllos que se
desarrollan sobre madera o troncos no lo son. Sin embargo, la especie Trogia venenata Zhu
L. Yang, la cual es lignicola y aparentemente comestible, se ha asociado a
aproximadamente 400 casos de muerte en China (Stone, 2012). Guzman (1980) indic6 que
deben dejarse de lado ciertas costumbres para conocer si un hongo es comestible o
venenoso, tales como hervir el hongo con una moneda de plata o un ajo y determinar su
toxicidad en funcion del color que adquieren estos ultimos (si se ennegrecen los hongos son
venenosos). De igual forma, existen las creencias erroneas de que los hongos que coagulan
la leche son venenosos o que si estan mordisqueados por algun mamifero se pueden

consumir (Mariaca-Méndez et al. 2001).

Con base en lo anterior, se puede inferir que el conocimiento de la toxicidad de los hongos
suele ser empirico y variable, asi como los métodos utilizados para separar los toxicos de
los comestibles. Ademas, se desconocen las propiedades de muchos macromicetes, debido
a que la mayoria de los estudios al respecto, se han enfocado en las especies mas
abundantes, o bien, en aquéllas a las que se ha atribuido algin caso de intoxicacién. Asi
mismo, se ha demostrado que algunas especies consideradas comestibles como Tricholoma

flavovirens (Pers.) S. Lundell y Boletus edulis Bull., las cuales tienen un uso gastronémico
5



muy extendido, provocan rabdomidlisis en ratones, y el primero de estos hongos incluso
efectos cardiotdxicos y hepatotdxicos (Nieminen et al., 2006, 2008). Por lo tanto, es
necesario realizar estudios que permitan obtener informacion basica sobre la toxicidad de

las diferentes especies de hongos.

En este tipo de estudios generalmente se utilizan organismos modelo, por ejemplo el raton
de laboratorio Mus musculus (Linnaeus 1758), el cual es uno de los mas conocidos y
utilizados para evaluar la respuesta de un mamifero ante una determinada sustancia
(Hernéndez, 2006). Con respecto a los hongos y por ende a las micotoxinas, se utilizan
diferentes organismos modelo con bioensayos especificos, los cuales permiten determinar
si un hongo produce metabolitos toxicos. Estos bioensayos consisten en la exposicion de un
sistema bioldgico a un compuesto o sustancia y observar si tiene algun efecto sobre el
mismo. Los mas comunes involucran el uso de distintas especies de gusanos, larvas del
mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), embriones de pollo Gallus gallus domesticus
(Linnaeus 1758) y Artemia franciscana (Kellogg, 1906) (Wijnands y van Leusden, 2000).
Este ultimo ha demostrado ser eficiente en la deteccién de micotoxinas (Gonzélez et al.,
2003) y metabolitos secundarios (Gonzalez et al., 2007), y ha presentado una alta
correlacion de sus resultados con los de otros organismos modelo como los embriones de
pollo (Hlywka et al., 1997). Si bien no existe un organismo modelo que se pueda extrapolar
en forma perfecta al hombre, si existe una gran diversidad de modelos que proporcionan
informacién que reflejan el posible comportamiento de las sustancias probadas en otros

organismos incluyendo al ser humano (Véasquez-Lo6pez, 2007).

1.5. Organismo modelo

Artemia franciscana es un crustaceo branquiépodo de la familia Artemiidae, que se
distribuye a lo largo del continente Americano (Sorgeloos et al., 1986). Esta especie se
desarrolla en agua de mar (33-55 UPS) (Soundarapandian y Saravanakumar, 2009), como
un filtrador no selectivo, por lo que se alimenta de particulas de materia organica
disponibles en el medio. Es de reproduccion ovovivipara por lo que en condiciones

normales las hembras depositan nauplios libres (estado larvario) y en condiciones no



adecuadas para su desarrollo tiene la capacidad de producir en su lugar quistes (fase de

latencia) (Sorgeloos et al., 1986).

Se ha sugerido como organismo modelo para pruebas de toxicidad por varios autores, entre
ellos Michael et al. (1956) y Sorgeloos et al. (1978), con una gran aplicacion para la
deteccion de micotoxinas (Harwig y Scott, 1971; Wijnands y van Leusden, 2000). Ademas
se ha utilizado en la evaluacion de la toxicidad de extractos de plantas (Ferndndez-Calientes
et al., 2009), deteccion de metabolitos fungicos (Gonzalez et al., 2003, 2007; Nieto et al.,
2008), citotoxicidad de productos naturales marinos (Carballo et al., 2002) e incluso de
compuestos quimicos como el dioxido de cloro en agua de mar (Puente et al., 1992). La
gran aplicacion de A. franciscana es debida a su baja variabilidad genética, ciclo de vida
corto, adaptabilidad a diferentes condiciones abidticas y fuentes nutricionales, y a la

disponibilidad continua de quistes y organismos a bajo costo (Nunes et al., 2006).



2. ANTECEDENTES

Se han realizado diversos estudios sobre la toxicidad y compuestos de los hongos. Rittgen
et al. (2008) analizaron los oligopéptidos presentes en varias especies mortales del genero
Amanita Pers., a traves de electroforesis capilar. Por su parte, Antonyuk et al. (2010)
purificaron, caracterizaron y observaron los efectos en células de mamiferos de proteinas de
Amanita virosa Bertill. Horibe et al. (2010) llevaron a cabo la caracterizacion bioquimica y
molecular de la isolectina presente en Boletus venenatus Nagas., el cual provoco diarrea
tras la administracion oral en ratones y la muerte tras la administracion intraperitoneal. Hu
et al. (2012) determinaron la presencia de amanotoxinas en los diferentes tejidos del
basidioma de A. exitialis con el uso de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC, por
sus siglas en inglés). También se aislé y se estudiaron las propiedades enzimaticas y
secuencia parcial de aminoacidos de la molibdopilisina, una metaloendopeptidasa toxica
obtenida de Chlorophyllum molybdites (G. Mey.) Massee, tras detectar un efecto letal en
ratones (Yamada et al., 2012). Ademaés, recientemente Carvalho et al. (2014) recomiendan
experimentos que se realicen busquedas no especificas con el uso de un gran ndmero de

estandares para la deteccion y determinacion de compuestos presentes en los hongos.

Paralelo a lo anterior, se han realizado pruebas con Artemia (Leach, 1819) para determinar
la toxicidad de los hongos y para la busqueda de nuevos metabolitos fangicos; sin embargo,
la mayoria de las mismos se enfoca en micromicetes, principalmente de los géneros
Fusarium Link, Aspergillus P. Micheli y Penicillium Link, asi como también en
micotoxinas purificadas (Harwig y Scott, 1971; Prior, 1979; Abdel-Mallek et al., 1993;
Hlywka et al., 1997; Harlt y Humpf, 2000; Pereira y Kemmelmeier, 2000; Siddiqui et al.,
2001; Gonzélez et al., 2003, 2007; Alghalibi y Shater, 2004; Favilla et al., 2006; Moretti et
al., 2007; Acosta et al., 2011; Durakovi¢ et al., 2011; Qureshi et al., 2011).

En afos recientes se aplicé el ensayo de Artemia franciscana a la evaluacion de la toxicidad
de macromicetes. Nieto et al. (2008) estudiaron la concentracion letal media (CL50) de
extractos alcohdlicos de los hongos Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm., P. pulmonarius

(Fr.) Quél. y Paxillus involutus (Batsch) en A. franciscana. Dichos autores encontraron que
8



Paxillus involutus es altamente toxico, en contraste con las especies de Pleurotus, que
resultaron con una CL50 superior a 1000 pg/mL, por lo que se consideraron como inocuas

para el consumo humano.

Por su parte, Faridur et al. (2010) utilizaron A. franciscana para estudiar la toxicidad de
diferentes extractos de Pleurotus ostreatus, a los cuales se les realiz6 cromatografia de capa
fina, en la que se encontrd la presencia de esteroides y terpenoides. Estos mismos autores
determinaron como tdxicos a los extractos probados, los cuales presentaron una CL50
menor a 25 pg/mL en todos los casos. Por otro lado, Sasidharan et al. (2011) calcularon la
CL50 de Ganoderma boninense Pat., también a través del bioensayo de A. franciscana,
quienes encontraron que el extracto alcoholico de este hongo es relativamente poco toxico
para el crustaceo (CL50 = 640 pg/mL), por lo que podria ser utilizado en la medicina

natural.

La toxicidad de Auricularia polytricha (Mont.) Sacc., Flammulina velutipes (Curtis)
Singer, Hypsizygus tessulatus (Bull.) Singer, Pleurotus eryngii (DC.) Quél. y P. florida
Singer fue evaluada por Wong et al. (2013) en A. franciscana. Entre ellas, A. polytricha fue
la que resulté con la menor toxicidad (CL50 = 115.8 pg/mL), por lo que sugirieron que
puede ser consumida por las personas en grandes cantidades; ademas demostraron que tiene
capacidad antibiotica. Asi mismo, aunque F. velutipes, H. tessulatus, P. eryngii y P. florida
presentaron mayor toxicidad, ésta fue significativamente menor que el dicromato de potasio
que utilizaron como testigo positivo. Vega Villasante et al. (2013) determinaron la CL50 y
el porcentaje de inhibicidn en la eclosion de quistes de A. franciscana, de un extracto
acuoso de Psilocybe cubensis Earle (Singer) recolectado en Bahia de Banderas (Costa
Norte del estado de Jalisco). Debido a la CL50 = 135 pg/mL y una inhibicién del 100% en
la eclosion de los quistes de A. franciscana, propusieron que dicha especie es poco

recomendable para el consumo humano.



3. OBJETIVOS

General:
eAportar informacion bésica sobre la toxicidad de Basidiomycetes recolectados en el estado

de Jalisco sobre un organismo modelo.

Especificos:

* Determinar la concentracion letal media (CL50) de extractos acuosos y alcohdlicos de
algunos Basidiomycetes tdxicos comunes en Jalisco o de aquéllos de los que se desconoce
su toxicidad sobre nauplios de Artemia franciscana y compararla con la CL50 de hongos
comestibles.

* Determinar el porcentaje de inhibicion producido por los diferentes extractos de
Basidiomycetes en la eclosion de quistes de A. franciscana.

* Determinar el porcentaje de mortalidad producido por los extractos de Basidiomycetes

sobre los quistes de Artemia franciscana.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Recolecta en campo de material fungico

Se realizaron salidas al campo a bosques templados en el estado de Jalisco, en donde se
recolectaron ejemplares de hongos macroscépicos de los grupos correspondientes a
comestibles y venenosos de acuerdo con la literatura (Guzman, 1977), asi como ejemplares
de los que se desconocian sus propiedades. A los especimenes recolectados se les
registraron datos morfolégicos en fresco para posteriormente ser deshidratados. Se
seleccionaron los que cumplieran con un minimo de 10 g en peso seco para obtener los
extractos, ademéas de una muestra representativa que se incorpord al Herbario IBUG (ver
Cuadro 1).

4.2 Determinacion de las especies de macromicetes

Se utilizé la metodologia de Largent (1986) y Largent et al. (1977) para el estudio macro y
micromorfolégico de los especimenes. Para las observaciones microscopicas se realizaron
cortes con navaja, a los que se les agregd una gota de alcohol etilico al 96° y se montaron
en hidréxido de potasio (KOH) al 3% para su posterior revision. En casos necesarios, de
acuerdo a la literatura consultada, se utilizéd rojo Congo (3%) para tefiir las estructuras,
solucién de Melzer para determinar la reaccion amiloide o dextrinoide y azul de cresil para
observar la reaccién metacromatica en las esporas. Se utiliz6 un microscopio optico Zeiss
K-7 para observar las estructuras, las cuales se midieron y dibujaron; adicionalmente se
empled un microscopio Optico Zeiss Axioskop 40 para la toma de fotografias mediante el
software Axio Vision 4. Las estructuras se describieron de acuerdo a los términos
propuestos por Vellinga (1998). Para conocer las propiedades comestibles o toxicidad de
las especies determinadas, se consultaron a Guzman (1977, 1978), Garcia (1999) y Ge et al.
(2010).

4.3 Obtencion de extractos
4.3.1. Extracto acuoso
Se realizaron extractos acuosos utilizando la metodologia de Vega Villasante et al. (2013),

ya que esta funciond de forma adecuada con el macromicete que estudiaron. Esta consistio
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en secar y moler 5 g de los ejemplares de cada especie, mezclar con agua de mar artificial a
40 UPS (10 mL/qg), calentar a 80 °C durante 15 min y dejar enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente la mezcla se centrifugé a 1500 G por 5 min, se recuperé el sobrenadante, y

por Gltimo se almaceno en frascos color &mbar.

4.3.2. Extracto alcohdlico

A partir de los hongos de los que se logré recolectar mas de 10 g en peso seco de material
(al menos 15 g), se prepararon extractos alcoholicos utilizando la metodologia de Nieto et
al. (2008) con modificaciones, la cual consistié en mezclar 5 g de hongos secos y molidos
con 100 mL de etanol al 96° durante 24 h, posteriormente se removid el solvente y se
agregd 100 mL mas de etanol. Este proceso se repitié cinco veces, para asegurar la
extraccion de la mayor cantidad de metabolitos. El solvente total se filtrd con un papel filtro

Whatman No. 4 y se evaporo hasta sequedad a una temperatura de 70 °C.

Nieto et al. (2008) utiliz6 Polisorbato 80 (Tween 80) al 5% para resuspender el extracto
alcohdlico, asi como para el medio en que se colocaron los nauplios de A. franciscana
durante el bioensayo. En este trabajo, en un experimento piloto, se encontré que la
concentracion de Tween 80 al 5% ejerce una influencia negativa en la sobrevivencia de los
nauplios y, en este sentido, altera la interpretacion de los resultados. Por lo que la
concentracion de Tween 80 se redujo al 0.5%, la cual se demostrd que no los afecta. Esta
modificacion a la metodologia contribuye de manera importante a futuras investigaciones,

al eliminar el efecto del compuesto como una variable en los experimentos.

4.4. Organismos de Artemia franciscana

Se utilizaron quistes comerciales INVE ®, Salt Lake City, Utah de Artemia franciscana.
Para los ensayos con nauplios se colocaron 0.01 g de quistes en 50 ml de agua destilada
durante 10 min para su hidratacion; posteriormente se trasladaron a un recipiente con
capacidad de 1.5 L en un volumen de 1 L de agua de mar artificial ajustada a 40 UPS. Se
proporciond iluminacion las 24 h con un foco fluorescente y aireacion constante con una
bomba para acuarios, con la finalidad de mantener los quistes en movimiento continuo. La

cosecha se realizo al término de 24 h, para obtener de esta forma nauplios del primer
12



estadio (Soorgelos et al., 1978). Para el bioensayo de inhibicion de la eclosion (descrito

posteriormente), los quistes se hidrataron durante 10 min antes de iniciarlo.

4.5. Bioensayos

4.5.1. Concentraciones evaluadas

De la solucién madre de los extractos de cada especie de macromicete, se realizaron
diluciones con el fin de obtener concentraciones de 1000, 500, 250, 100, 50 y 25 pg/mL.
Con base en lo sefialado por Nieto et al. (2008) y Vega Villasante et al. (2013), se utilizo
dicromato de potasio (DP) como testigo positivo tdxico para todos los bioensayos
siguiendo el mismo patron de concentraciones, es decir, se realizaron bioensayos
unicamente con DP con la finalidad de obtener datos comparables de éste con los extractos.

Como testigo negativo se utilizé agua de mar artificial en todos los bioensayos.

4.5.2. Bioensayo de CL50 en nauplios de Artemia franciscana

Se introdujeron 10 organismos de A. franciscana por tubo en ensayo en un volumen de 5
mL (Nieto et al., 2008) de las diferentes concentraciones de extractos de hongos. Se realiz
el conteo de organismos muertos al término de 24 h de exposicion, los cuales se
consideraron muertos si no presentaban movimiento de sus apéndices durante 10 segundos.
Originalmente se plante6 hacer cinco réplicas; sin embargo, los extractos no se obtuvieron
en cantidad suficiente, por lo tanto, con base en la literatura (Moretti et al., 2007; Acosta et
al., 2011), el bioensayo se replicé cuatro veces, con un testigo negativo por réplica. Otros
autores (Qureshi et al., 2011), han realizado solo tres réplicas. Se realizaron bloques de
cuatro extractos por dia, ya que era lo maximo que se podia manejar; para mitigar el factor
tiempo, cada bloque se llevo a cabo en la misma hora del dia. Como testigos se utilizaron
tubos de ensayo con 10 organismos en un volumen de 5 mL de agua de mar artificial para
el negativo y de DP para el positivo. Para los bioensayos con extractos alcohdlicos se
agrego Tween 80 al 0.5 % en el agua de mar artificial en todos los casos, incluyendo el

testigo.
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4.5.3. Bioensayo de inhibicion de la eclosion de quistes de Artemia franciscana

De acuerdo con los resultados de un experimento piloto se colocaron 40 quistes de A.
franciscana por tubo de ensayo, ya que se encontrd que con este tamafio de muestra el
promedio de eclosion se mantuvo constante. Los tubos se llenaron hasta alcanzar un
volumen de 5 mL con las soluciones de los diferentes extractos de hongos y de DP a las
concentraciones antes mencionadas, asi como un tubo correspondiente al testigo negativo
con agua de mar artificial. Después de 48 h de exposicion con iluminacion constante se
realizd el conteo de los organismos que eclosionaron; se consideraron aquéllos que
alcanzaron el estadio nauplial y los que se encontraban en el estadio de umbrella (el
embrion salié del quiste pero no se ha separado completamente de él, con aspecto de un
paraguas) (Sorgeloos et al.,1986). Posteriormente, se realizd el lavado de los quistes
Ilenando el tubo con agua de mar artificial y tirando ésta, para retirar la mayor cantidad de
extracto posible sin remover los quistes, los cuales se alojan en el fondo del tubo. Este
proceso se repitio tres veces con el fin de llevar la concentracion de los residuos del
extracto a niveles minimos. Se colocaron 5 mL de agua de mar artificial en los tubos por 48
h y se contaron de nuevo los organismos que eclosionaron. El bioensayo se replico tres
veces (debido a que no se contd con extracto para hacer cuatro réplicas) con un par de
testigos por réplica, en tubos de ensayo con el mismo nimero de quistes y volumen, con
agua de mar artificial para el testigo negativo y un bioensayo con concentraciones de DP
para el positivo. Se realizaron blogues de tres extractos por dia, ya que era lo maximo que
se podia manejar; para mitigar el factor tiempo, cada bloque se llevé a cabo en la misma

hora del dia.

Debido a que no todos los quistes eclosionan, el nimero de organismo que eclosionaron en
el control negativo, cuyo promedio se mantuvo constante como se mencion0 anteriormente,
se tomaron como el 100% de eclosion para cada replica en todos los bioensayos y con base

en esto se hicieron los calculos correspondientes del porcentaje de inhibicion de la eclosion.

4.6. Analisis estadistico
Se realizaron pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y homocedasticidad y como las

variables de respuesta cumplieron con éstos presupuestos estadisticos (P > 0.05) se
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analizaron con un andlisis de varianza de dos vias (ANOVA) vy la prueba de Tukey a
posteriori en cada uno de los casos. Los factores analizados fueron los extractos y sus
concentraciones y las variables de respuesta fueron la sobrevivencia de los nauplios y la
eclosion de los quistes. En este ultimo se utilizaron los porcentajes de inhibicion de la
eclosion. El software utilizado fue Statistica 8.0 (StatSoft, Inc., 2007). EIl célculo de la
CL50 se realiz6 con IBM® SSPS® Statics (IBM Corp, 2012).
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5. RESULTADOS

5.1. Especies de Basidiomycetes estudiados

Se recolectaron, determinaron y seleccionaron para el estudio un total de 28 taxa de

macromicetes, todos Basidiomycetes, agrupados en 18 géneros (Cuadro 1). EI género mejor

representado fue Amanita con cinco especies, le siguen Lactarius con cuatro, Cortinarius

con tres y Ramaria con dos; en los 14 restantes solo se estudié una especie de cada uno. No

todos los especimenes se adscribieron con seguridad a una especie, cuatro se indican como

afines, en dos solo se llegd a género (Cortinarius y Pholiota) y uno mas que se determino

como Xerocomus sp. 3, de acuerdo a lo sefialado por Garcia (1999).

Cuadro 1. Especies de Basidiomycetes utilizadas en el bioensayo con Artemia franciscana.

Especie

Colector

Numero

de
colecta

Propiedades

**|_ocalidad

Amanita aff. advena
A. polypyramis (Berk.
& M.A. Curtis) Sacc.
(= A. alexandri
Guzman)

A. jacksonii Pomerl.

A. muscaria (L.) Lam.

A. virosa Bertill.

Heimioporus ivoryi
(Singer) E. Horak
Cantharellus cibarius
Fr.

Chlorophyllum
molybdites (G. Mey.)
Massee

Cortinarius sp.
*Cortinarius
caerulescens
(Schaeff.) Fr.
Cortinarius purpureus
(Bull.) Bidaud,
Moénne-Locc. &

L.E. Ruiz-Gonzalez

L.E. Ruiz-Gonzalez

L.E. Ruiz-Gonzélez

L.E. Ruiz-Gonzéalez

L.E. Ruiz-Gonzéalez

L.E. Ruiz-Gonzéalez

M. Herrera

L.E. Ruiz-Gonzéalez

L.E. Ruiz-Gonzalez

L.E. Ruiz-Gonzéalez

L.E. Ruiz-Gonzalez

6

21

18

1407

24

o1

53

57

Desconocida
Venenoso!

Comestible®
Alucindgeno
y venenoso*
Venenoso
mortal’

Desconocida

Comestible!

Venenoso!
Desconocida

Desconocida

Desconocida
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Reumaux

Gymnopilus penetrans . . No
(Fr.) Murrill L.E. Ruiz-Gonzalez 58 comestible* 2
Hygrophoropsis
aurantiaca (Wulfen) M. Herrera 1397  Comestible’ 2
Maire
Hygrophorus russula . . I
(Schaeff.) Kauffman L.E. Ruiz-Gonzalez 26 Comestible 3
Lactarius aff. L.E. Ruiz-Gonzalez 52 Desconocida 3
pseudoaffinis
L. aff. smithii L. Guzméan-Davalos 10742  Desconocida 1
:;r indigo (Schwein.) L. Guzman-Davalos 10738  Comestible? 3
L. piperatus (L.) Pers. L. Guzman-Davalos 10740 Poco . 3

' ' ' ' comestible
Leucopaxillus amarus No
(Alb. & Schwein.) B.A. Arceo-Orozco 460 ible! 2
Kiihner comestible
- .

Macrolepiota L.E. Ruiz-Gonzaélez 2 Comestible* 2
mastoidea (Fr.) Singer
Pholiota sp. L.E. Ruiz-Gonzélez 55 Desconocida 2
Psathyrella No
candolleana (Fr.) L. Guzméan-Davalos 10717 1 5

. comestible

Maire
*Ramaria aurea (s No
(Schaeff.) Quél. L. Guzman-Davalos 10851 o chipje? 3
*Ramaria holorubella . . No
(G.F. Atk.) Corner L.E. Ruiz-Gonzalez 56 comestible? 3
gcelriroderma texense L.E. Ruiz-Gonzaélez 35 Venenoso* 5)
Suillus tomentosus L.E. Ruiz-Gonzalez 1 Comestible* 2
(Kauffman) Singer
T.VIOp'IUS aff.‘ L. Guzman-Davalos 10724  Desconocida 1
nicaraguensis
Xerocomus sp. 3 B.A. Arceo-Orozco 462 Desconocida® 2

*Nuevos registros para Jalisco; *Guzman (1977); °‘Guzman (1978); *Garcia (1999); “‘Ge et

al. (2010); °Rodriguez et al. (2013)

**|_ocalidades

1.- Bosque La Primavera, Mpio. de Zapopan, Jalisco, entrada por La Primavera, aprox. 3
km del balneario. Bosque de Pinus y Quercus.
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2.- Km 42, carretera Atemajac de Brizuela a Tapalpa, aprox. 3 km antes de Juanacatlan,
Mpio. de Tapalpa, Jalisco. Bosque de Pinus y Quercus.

3.- Km 11 camino a la estacion de microondas, Volcan de Tequila, Mpio. Tequila, Jalisco
México. Bosque de Pinus y Quercus.

4.- La Venta del Astillero, Mpio. Zapopan, Jalisco, México.

5.- Km 13 del Camino de San Sebastian del Oeste a La Bufa, Mpio. Cerca del mirador La
Bufa San Sebastian del Oeste, Jalisco, México. Camino San Sebastian a la Bufa, cerca del

mirador La Bufa.
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Figura 1. Especies de Basidiomycetes estudiados: (A) Amanita aff. advena, (B) Amanita
jacksonii, (C) Amanita muscaria, (D) Amanita polypyramis, (E) Amanita virosa, (F)
Cantharellus cibarius, (G) Chlorophyllum molybdites, (H) Cortinarius caerulecens, (1)
Heimioporus ivoryi. Fotografias A-D, F-I: E. Fanti; E: L.E. Ruiz Gonzalez.
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Figura 2. Especies de Basidiomycetes estudiadas: (J) Hygrophorus russula, (K) Lactarius

aff. pseudoaffinis, (L) Lactarius aff. smithii, (M) Lactarius indigo, (N) Lactarius piperatus,
(N) Macrolepiota mastoidea, (O) Ramaria aurea, (P) Ramaria holorubella, (Q)
Scleroderma texense, (R) Suillus tomentosus, (S) Tylopilus aff. nicaraguensis. Fotografias
Ky P: L.E. Ruiz Gonzalez; J, L-O, Q-S: E. Fanti.
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5.1.1 Nuevos registros para Jalisco

Cortinarius caerulescens (Schaeff.) Fr., Epicr. syst. mycol. (Upsaliae): 265 (1838) [1836—
1838]

= Cortinarius caesiocyaneus Britzelm., Zur Hymenomycetenkunde 1: 10 (1895)

Pileo de 32-50 mm diametro, convexo, subviscido, con fibrillas adheridas, azul violaceo,
con tonos rojizos o café-rojizos al secarse, restos de velo concoloros al pileo en el centro en
los jovenes, margen entero, incurvado, algunos con restos de la cortina aracnoide. Laminas
adheridas, juntas, angostas, azul-violaceas, cambiando a color café oscuro con tonos
anaranjados, borde entero. Estipite de 20-25 x 6-11 mm, central, concoloro con el pileo,
superficie fibrilosa, fibrillas blanquecinos a violaceas, con velo aracnoide blanguecino, base
bulbosa marginada. Contexto blanquecino con tonos azul-violaceo. Olor fungico y sabor
inapreciable.

Basidiosporas de 8-10.8 x 4-4.8 um, Q = 1.8-2.7, alongadas a cilindricas, finamente
verrugosas, de pared delgada, sin poro germinal, color café amarillento.

Habito y habitat: Gregario, terrestre, en bosque de Pinus y Quercus.

Material estudiado: Localidad 3 (Cuadrol), agosto 31, 2013, L.E. Ruiz-Gonzélez 53
(IBUG).

Comentarios: Concuerda con las caracteristicas indicadas por Kauffman (1932) y
Breitenbach y Kranzlin (2000), excepto porque los ejemplares estudiados son mas
pequefios, ya que los autores la registraron de 50-100 mm o de 5-12 cm, respectivamente.
Ademas, Kauffman (1932) mencion6é el borde de las ldminas de entero a erodado y
Breitenbach y Krénzlin (2000), como crenado. Aunque Breitenbach y Kranzlin (2000)
dicen gue las laminas son anchas, Kauffman (1932) indicé que son muy angostas, lo que

coincide con el material estudiado.

Macrolepiota mastoidea (Fr.) Singer, Lilloa 22: 417 (1951) [1949]

Pileo de 65-120 mm de diametro, convexo a plano, umbonado, fibriloso, color crema, disco
entero de color café rojizo a café rojizo negruzco o café grisaceo, que se rompe en
pequerios parches o escamas planas hacia el margen. Laminas libres, juntas, subangostas,

blanguecinas que se manchan irregularmente de rojizo, con borde entero. Estipite de 160—
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205 x 20-23 mm, central, cilindrico, hueco, superficie fibrilosa, color crema, con escamas
muy pequefias, furfuraceas, de color café rojizo claro a café oscuro o café grisaceo, base
bulbosa con micelio blanco adherido. Anillo movible, membranoso, sencillo, de color
crema, con la parte inferior cubierta con pequefias escamas similares a las del pie. Contexto
blanguecino.

Basidiosporas de 12-15 x 8-9 um, elipsoides a ligeramente alongadas, lisas, de pared
gruesa, con poro germinal, hilalinas, reaccion metacromatica positiva. Basidios sin fibulas.
Habito y habitat: Solitario a esparcido, terrestre, en bosque de Pinus y Quercus.

Material estudiado: Localidad 2 (Cuadrol), julio 9, 2012, L.E. Ruiz-Gonzélez 2 (IBUG).
Comentarios: Esta especie se caracteriza por el pileo umbonado, sus escamas pequefias en
el pileo y estipite, y por la ausencia de fibulas en la base de los basidios (Ge et al., 2010).
De acuerdo con Ge et al. (2010), Breitenbach y Kranzlin, (1995) y Candusso y Lanzoni
(1990), las ldminas no se manchan, contrario al material estudiado.

Ramaria aurea (Schaeff.) Quél., FI. mycol. France (Paris): 467 (1888)

Basidioma de mediano a grande, ramificado. Ramas crema rosado, amarillo claro hacia los
apices, terminaciones con apariencia de molares con 3 0 4 puntas, guindas. Base
blanquecina, pie largo enterrado. Contexto compacto, blanquecino, marmoleado. Olor a
arrayan, sabor amargo y picante.

Basidiosporas de 10-13 x 4.5-5.5 um, Q = 2.1-2.7, cilindricas, con verrugas que forman
estrias ligeramente marcadas, de pared delgada, sin poro germinal, hialinas. Hifas septadas
con fibulas.

Habito y habitat: Solitario, terrestre, en bosque de Pinus y Quercus.

Material estudiado: Localidad 3 (Cuadrol), agosto 31, 2013, L. Guzman-Déavalos 10851
(IBUG).

Comentarios: Esta especie suele confundirse con Ramaria flava, la cual se mancha de rojo
al maltratarse y tiene basidiosporas de mayor tamafo, de 10-18 x 3-6 um (Corner, 1967).
Breitenbach y Kréanzlin (1986) indicaron la ausencia de fibulas en R. aurea, contrario a
Corner (1967), quien menciono la presencia de fibulas, lo cual corresponde con el material

estudiado.
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Ramaria holorubella (G.F. Atk.) Corner, Monograph of Clavaria and allied genera
(Annals of Botany Memoirs No. 1): 596 (1950)

Basidioma de 85-11 x 10-12 mm, mediano, ramificado. Ramas cortas, poco apretadas,
dicotomicas o la mayoria politomicas, superficie lisa a ligeramente rugosa, color carne a
anaranjado grisaceo palido, apices con forma de molares con hasta cinco puntas, de tonos
rosados a morado-rojizos. Estipite corto, pero distinguible, concoloro con las ramas, en
partes se mancha de rojizo, base blanquecina. Contexto compacto, carnoso-fibroso, blanco,
se mancha de rojizo en algunas partes. Olor fungico, sabor amargo.

Basidiosporas de 10-12 x 3.5-5 pum, Q = 2.6-3.1, cilindricas, con ligera depresion
suprahilar, ornamentadas con verrugas que forman estrias no continuas, hialinas. Hifas
septadas con fibulas.

Habito y habitat: Solitario, terrestre, en bosque de Pinus y Quercus.

Material estudiado: Localidad 3 (Cuadrol), agosto 31, L.E. Ruiz-Gonzéalez 56 (IBUG).
Comentarios: Esta especie es muy cercana a Ramaria botrytis (Pers.) Ricken, se distingue
porque esta Ultima tiene los apices con tonos rosados a pdrpura y basidiosporas de mayor
tamano, de 12-20 x 4-6 um (Corner, 1967).

5.2 Concentracion letal media de los extractos de hongos sobre nauplios de Artemia
franciscana

En la gréafica 1 y el cuadro 2 se muestra la concentracion letal media (CL50) de los
extractos acuosos de los Basidiomycetes probados sobre nauplios de A. franciscana. Se
encontraron diferencias altamente significativas entre las especies (P < 0.001) y las
concentraciones probadas (P < 0.001). Los resultados de la prueba de Tukey indican que no
existen diferencias significativas entre el dicromato de potasio (CL50 = 46.07 pg/mL) y las
especies Amanita muscaria, A. virosa, Chlorophyllum molybdites, Lactarius piperatus,
Leucopaxillus amarus y Xerocomus sp. 3, las cuales, presentaron una CL50 menor a 70
pg/mL. Scleroderma texense resultd con la toxicidad més baja de las especies estudiadas
(CL50 = 2,552.88 pg/mL), seguida de Cantharellus cibarius (CL50 = 1,586.63 pg/mL),
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Cortinarius caerulescens (CL50 = 1,397.17 pg/mL) y Ramaria holorubella (CL50 =
757.37 pg/mL).

Los resultados de la CL50 obtenidos de los extractos alcoholicos se muestran en el
Cuadro 2. La toxicidad alta en estos extractos la present6 Amanita jacksonii con una CL50
= 395.99 pg/mL. Las especies Tylopilus aff. nicaraguensis y Amanita polypyramis
presentaron una mortalidad excesivamente baja, por lo que no fue posible calcular la CL50.
Por su parte, Amanita aff. advena y Macrolepiota mastoidea mostraron una CL50 > 1000
pg/mL. En todos los casos probados (seis especies) la CL50 calculada para los extractos
alcoholicos fue mayor a la calculada para los extractos acuosos de las mismas especies y

significativamente més alta (menos toxicos) que el control positivo.

5.3. Inhibicidn de la eclosion de quistes de Artemia franciscana

Los resultados de la inhibicion de la eclosion y de la mortalidad de los quistes de A.
franciscana por los extractos acuosos de los hongos se muestran en las Figuras 4-9. Se
encontraron diferencias significativas entre los extractos de las especies de macromicetes
estudiadas (P < 0.001) y entre las concentraciones evaluadas (P < 0.001). De las 22
especies estudiadas en este bioensayo, 18 en concentracion de 25 pg/mL y 21 en
concentracion de 50 pg/mL inhibieron en mas del 80% la eclosion de quistes de A.
franciscana. En contraste, el DP inhibid6 menos del 50% en todas las concentraciones
probadas con excepcion de la mas alta (1000 pg/mL), donde la inhibicién de la eclosién fue
del 62%. Los extractos de Pholiota sp. y Ramaria aurea, no presentaron efecto alguno en la
eclosion de los quistes.

Posterior al proceso de lavado de los quistes, el porcentaje de mortalidad que se
registro para el DP, en 100, 250 y 500 pg/mL es mas del 50%, A. polypyramis, Cortinarius
sp., Cortinarius purpureus, Gymnopilus penetrans, Lactarius aff. smithii, Macrolepiota
mastoidea y Scleroderma texense, no super6 el 50% de mortalidad en todas las
concentraciones probadas. EI mayor porcentaje de mortalidad, de 100% en la concentracion

mas alta, se registr6 para los extractos de Amanita virosa, Cantharellus cibarius,
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Chlorophyllum molybdites,

Leucopaxillus amarus y Tylopilus aff. nicaraguensis.

Cuadro 2. Concentracion letal media (CL50) de extractos acuosos y alcoholicos,
de los Basidiomycetes estudiados sobre nauplios de Artemia franciscana.

Testigo/Especie CL50 extracto acuoso CL59 c.-:‘xtracto
pg/mL alcohélico pg/mL

Dicromato de potasio 46.07° 46.07
Leucopaxillus amarus 30.31° NP
Xerocomus sp. 3 33.83° NP
Amanita muscaria 39.92* NP
Lactarius piperatus 47.56% NP
Amanita virosa 50.96 NP
Chlorophyllum molybdites 69.42% NP
Psathyrella candolleana 88.79° NP
Amanita aff. advena 118.32" 3,433.29
Tylopilus aff. nicaraguensis 166.33"™ 0
Lactarius indigo 170.74" 663.66
Amanita jacksonii 173.99™ 395.99
Amanita polypyramis 176.86"™ 0
Hygrophoropsis aurantiaca 179.38° 462.88
Lactarius aff. smithii 188.17° 889.95
Hygrophorus russula 194.89° NP
Macrolepiota mastoidea 220.63° 1,702.53
Cortinarius purpureus 248.12° NP
Pholiota sp. 268.44° NP
Heimioporus ivoryi 269.90° NP
Gymnopillus penetrans 328.25“ NP
Ramaria aurea 332.21¢ NP
Cortinarius sp. 347.39% NP
Suillus tomentosus 463.13% NP
Lactarius aff. pseudoaffinis 551.93° NP
Ramaria holorubella 757.37% NP
Cortinarius caesiocyaneus 1,397.17% NP
Cantharellus cibarius 1,586.63" NP
Scleroderma texense 2,552.88° NP

Hygrophorus russula, Lactarius indigo, L. piperatus,

oo = CL50 no calculada por la baja mortalidad registrada; NP = No probado; Superindices
muestran las diferencias significativas resultantes de la prueba de Tukey (a=0.05).
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Figura 3. Concentracion letal media (CL50) del extracto acuoso de 28 especies de
Basidiomycetes sobre nauplios de Artemia franciscana. Las barras representan la CL50 por
cada macromicete (n = 28) y los superindices las diferencias significativas (P < 0.001) entre
especies, resultantes del andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias y la prueba de Tukey
(0=0.05) a posteriori.
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion de la eclosion y de mortalidad en los quistes de Artemia franciscana provocados por los extractos
de Basidiomycetes (n = 22) y el dicromato de potasio, en concentracion de 25 pg/mL. Las letras, mayusculas para inhibicion y

minusculas para mortalidad, muestran las diferencias significativas resultantes de la prueba de Tukey (a=0.05).
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion de la eclosion y de mortalidad en los quistes de Artemia franciscana provocados por los extractos
de Basidiomycetes (n = 22) y el dicromato de potasio, en concentracion de 50 pg/mL. Las letras, mayusculas para inhibicion y
minusculas para mortalidad, muestran las diferencias significativas resultantes de la prueba de Tukey (0=0.05).
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion de la eclosion y de mortalidad en los quistes de Artemia franciscana provocados por los extractos
de Basidiomycetes (n = 22) y el dicromato de potasio, en concentracion de 100 pg/mL. Las letras, mayusculas para inhibicion y
minusculas para mortalidad, muestran las diferencias significativas resultantes de la prueba de Tukey (¢=0.05).
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Figura 7. Porcentaje de inhibicidn de la eclosion y de mortalidad en los quistes de Artemia franciscana provocados por los extractos
de Basidiomycetes (n = 22) y el dicromato de potasio, en concentracion de 250 pg/mL. Las letras, mayusculas para inhibicion y

minusculas para mortalidad, muestran las diferencias significativas resultantes de la prueba de Tukey (¢=0.05).
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion de la eclosion y de mortalidad en los quistes de Artemia franciscana provocados por los extractos
de Basidiomycetes (n = 22) y el dicromato de potasio, en concentracion de 500 pg/mL. Las letras, mayusculas para inhibicion y
minusculas para mortalidad, muestran las diferencias significativas resultantes de la prueba de Tukey (¢=0.05).
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Figura 9. Porcentaje de inhibicidn de la eclosion y de mortalidad en los quistes de Artemia franciscana provocados por los extractos
de Basidiomycetes (n = 22) y el dicromato de potasio, en concentracion de 1000 pg/mL. Las letras, mayusculas para inhibicién y
minusculas para mortalidad, muestran las diferencias significativas resultantes de la prueba de Tukey (a=0.05).
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6. DISCUSION

6.1. Contribucion al conocimiento de la micobiota de Jalisco

A pesar de que no es el objetivo principal del estudio y que se estudio una pequefia muestra
de apenas 28 especies de Basidiomycetes, cuatro de ellas (Cortinarius caerulescens,
Macrolepiota mastoidea, Ramaria aurea y R. holorubella) resultaron registros nuevos para
Jalisco. Lo anterior, sugiere que son necesarios mas estudios con respecto al conocimiento

micobidtico para el estado.

6.2. Concentracion Letal Media sobre nauplios de Artemia franciscana

Mongelli et al. (1995) mencionaron que los compuestos que se extraen por medio de
solventes organicos, como el etanol y metanol, en plantas medicinales son mas toxicos que
los extractos acuosos para A. franciscana. Sin embargo, en el caso de los hongos estudiados
se encontro lo contrario, ya que los extractos acuosos presentaron una mayor toxicidad que
los alcoholicos. Esto indica que los principales metabolitos tdxicos de los Basidiomycetes,
al menos de los taxa que se probaron con ambos extractos (Tabla 2), son compuestos
polares y por tanto hidrosolubles. Debido a lo anterior, es recomendable utilizar tanto

extractos acuosos como alcohdlicos si se cuenta con el material suficiente para obtenerlos.

Las especies con una CL50 similar a la del DP son en su mayoria consideradas como
toxicas para los humanos. Amanita virosa es conocida por provocar un micetismo
destructor de células, envenenamiento mortal en el 90% de los casos (Ruiz Sanchez et al.,
1999), principalmente por la presencia de a-amanitina, faloidina, falacidina y falisacina
(Rittgen et al., 2008). Chlorophyllum molybdites es un hongo comin en prados y terrenos
baldios (Guzman, 1978) asociado al micetismo gastrointestinal, al cual se le han atribuido
diversos casos de intoxicaciones en México (Péerez-Silva y Herrera, 1986). Recientemente
fue estudiado por Yamada et al. (2012), quienes lograron aislar una metaloendopeptidasa
toxica, a la que llamaron molybdopilisina, que provocé mortalidad en los ratones al
administrarse de forma intraperitoneal en concentracion de 0.1 mg disuelto en solucién
salina. Amanita muscaria causa micetismo nervioso por la presencia de acido iboténico, asi

como micetismo muscarinico (Michelot y Melendez Howel, 2003). Nuestros resultados
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confirman que A. franciscana es sensible al menos a una de las sustancias toxicas presentes

en cada una de estas tres especies y reafirma el conocimiento sobre su toxicidad.

Las otras tres especies con una CL50 similar al testigo positivo, a saber Lactarius
piperatus, Leucopaxillus amarus y Xerocomus sp. 3 mostraron un comportamiento similar
al testigo positivo, lo que comprueba que contienen metabolitos toxicos para A. franciscana
y sugiere que podrian ser toxicas para los humanos. Sin embargo, el conocimiento sobre la
toxicidad de las dos dltimas es desconocido, con excepcion de la referencia de Guzman
(1977), en la que indica a Leucopaxillus amarus como “no comestible”, ya que no se
consume por su sabor amargo. En el caso de Lactarius piperatus, Guzman (1977) lo
clasificd como “poco comestible”, o que hace referencia probablemente al poco interés por
consumirla debido a su sabor picante, asi mismo Gerhardt et al. (1995) lo mencioné como
“comestible, mediocre”. Por lo tanto, son necesarios estudios que permitan corroborar la

presencia de compuestos tdxicos en ellos.

A pesar de que los extractos acuosos de las especies anteriores mostraron una toxicidad alta
frente a los nauplios de A. franciscana, similar a la del DP, es menor en comparacion a la
de compuestos purificados como algunas micotoxinas. Tal es el caso de la aflatoxina Gl,
diacetoxiscirpenol, gliotoxina y la esterigmatocistina, que tienen una CL50 entre 0.47-3.5
pug/ml sobre los nauplios de Artemia (Harwig y Scott, 1979). En este sentido, los
Basidiomycetes estudiados, asi como el DP, presentaron una toxicidad menor a las
reportadas para biocidas de uso comun en salud publica como desinfectantes, como el
Oxone, bromuro de dodecil-etil-amonio y Tolcide, de los cuales se obtuvo una CL50 de
11.58, 0.48 y 0.26 pg/mL, respectivamente, sobre nauplios de A. franciscana (Bartolomé-

Camacho y Sanchez-Fortin Rodriguez, 2007).

Faridur et al. (2010) estudiaron la toxicidad de Pleurotus ostreatus a partir de extractos
acuoso, mezcla de metanol-cloroformo, fracciones con éter de petréleo y los residuos de
este Gltimo en un ensayo con Artemia. Obtuvieron una CL50 de 20.89, 18.62, 6.91 y 15.84
pg/mL, respectivamente. A estos extractos se les realizd una cromatografia de capa fina, en

la que se determind la presencia de esteroides y terpenoides. Sus resultados muestran al
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extracto acuoso como altamente tdxico, con la CL50 por debajo de la que encontramos para
el DP (CL50 = 46.07 pg/mL) y para el hongo mortal Amanita virosa (CL50 = 50.96
pg/mL), ademas los resultados de su extracto con metanol-cloroformo son contradictorios a
lo reportado por Nieto et al. (2008) para la misma especie (CL50>1000 pg/mL para el
extracto alcohdlico). Por otro lado, estos datos podrian no ser comparables debido a que el
trabajo de Faridur et al. (2010), al ser realizado en Bangladesh, probablemente utilizé una
especie de Artemia distinta de acuerdo con la posicion geografica, la cual podria tener una
sensibilidad diferente a la de A. franciscana. Ellos citaron a la especie como A. salina, la
cual se considera actualmente extinta (Sorgeloos et al., 1986). Por otro lado, si el extracto
acuoso de P. ostreatus tuviera esa CL50, definitivamente no podria ser consumido y este
hongo es comestible y uno de los mas cultivados en el mundo, alcanzando una produccion
de hasta 38,708 t en 2001 (Martinez-Carrera, 2002).

El extracto acuoso de Psathyrella candolleana (CL50 = 88 pg/mL) aparece como
intermedio entre el grupo de los que presentaron toxicidad alta sobre los nauplios de A.
franciscana (subconjunto a y ab, Figura 3) y aquéllos que presentaron una toxicidad
moderada (subconjunto bc, ¢ y cd, Figura 3). Su CL50 es similar a la reportada por Nieto et
al. (2008) para Paxillus involutus, la cual consideraron como poco recomendable para el
consumo humano. Sin embargo, Nieto et al. (2008) Unicamente utilizaron extractos
alcohdlicos en su estudio. En los subconjuntos bc, ¢ y cd de la Figura 3 se localizan las
especies comestibles Amanita jakcsonii, Hygrophoropsis aurantiaca, Hygrophorus russula,
Lactarius indigo, Macrolepiota mastoidea y Suillus tomentosus; los considerados como no
comestibles Gymnopilus penetrans y Ramaria aurea; Amanita polypyramis, venenosa cuya
toxicidad se asocia al micetismo gastrointestinal (Guzman, 1977, como A. alexandrii);
Cortinarius purpureus que se ha registrado con “comestibilidad sospechosa o desconocida”
(www.errotari.com/Micologia/especie.php?1410) y Cortinarius sp., Heimioporus ivoryi y
Pholiota sp., de las cuales se desconocen sus propiedades. Los resultados sugieren que, de
acuerdo con Meyer et al. (1982), estos hongos tienen una toxicidad moderada (CL50 <
1000 pg/mL).
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En las especies que se probaron que se conocen como comestibles, no se tienen referencias
de algun caso de envenenamiento a causa de las mismas. Moshi et al. (2007), en su estudio
sobre la evaluacion de la toxicidad de algunas plantas de Tanzania, menciond que ya que el
ensayo con A. franciscana se utiliza también para evaluar capacidad anticancerigena, la
mortalidad que observaron pudo deberse al efecto anticancerigeno de algunas de sus
muestras. En este sentido, nuestros resultados sugieren que los Basidiomycetes
considerados como comestibles pudieron mostrar una toxicidad moderada para A.
franciscana por la presencia de compuestos bioactivos con potencial anticancerigeno,
antioxidante o antibidtico (Brizuela et al., 1998; Wasser, 2011). Por otra parte, Sasidharan
et al. (2011) estudiaron un extracto alcohdlico de Ganoderma boninense, especie medicinal
que se considero segura para el uso humano, al mostrar una CL50 = 640 pg/mL, la cual es
similar al resultado del extracto alcohdlico de L. indigo. Asi mismo, existen evidencias de
que este Ultimo contiene sustancias con actividad antibiotica y citotdxica (Ochoa-Zarzosa et
al, 2011).

Wong et al. (2013) encontraron para Auricularia polytricha una CL50 = 115.8 pg/mL,
cercana al grupo antes mencionado. Ademas, los mismos autores indicaron que esta especie
presenta actividad antibidtica al mostrar inhibicion moderada de Staphylococcus aureus
(Gram-positivo) y de Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativo). De igual forma, el
extracto de acetona de la corteza de Acacia mearnsii De Wild. present6 una CL50 = 112.36
pg/mL sobre Artemia, y en el mismo trabajo, se demostré una actividad antibiética del
mismo (Olajuyigbe y Afolayan, 2012). Padmaja et al. (2002) estudio, mediante el ensayo
con Artemia, plantas medicinales de la India: Acorus calamus L. (CL50 = 217 pg/mL),
Centratherum anthelminticum Kuntze. (CL50 = 473.4 ug/mL), Mangifera indica L. (CL50
= 576.9 pg/mL) y Commiphora mukul Hook. (CL50 = 325 pg/mL). Estas especies tienen
diferentes usos medicinales como expectorantes, carminativos, antiespasmodicos, sedantes
y diuréticos. En particular, M. indica se ha registrado como un astringente, en tratamiento
de la hemorragia uterina, en la diarrea hemorragica, reumatismo y para desérdenes
nerviosos. Lo anterior refuerza la idea de que la toxicidad observada se puede atribuir a un
potencial medicinal de los hongos comestibles antes mencionados, asi como de aquéllos de

los que se desconocen sus propiedades.
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Por otra parte, Amanita polypyramis, Gymnopilus penetrans y Ramaria aurea confirman su
toxicidad, con respecto a los reportes en la literatura (Guzman, 1977, 1978), con una CL50
de 176.86, 328.25 y 332.21 ug/mL, respectivamente. Estos resultados, que corresponden a
una toxicidad moderada como se comento6 anteriormente, son similares a lo registrado para
Psilocybe cubensis por Vega-Villasante et al. (2013), quienes consideraron a esta especie
como poco recomendable para el consumo humano al presentar una CL50 = 135 pg/mL.
Este hongo es conocido principalmente por sus efectos psicodislépticos (Schultes y
Hofman, 2000) y trastornos multiples como ansiedad, ataxia, desorientacién, hipotension,
hipertension, parestesia, disforia, espasmos musculares, midriasis, nausea, taquicardia,

inconsciencia, entre otros (Asselborn et al., 2000; Berger y Guss, 2005; Beug et al., 2006).

Cortinarius caerulescens, Lactarius aff. pseudoaffinis y Ramaria holorubella formaron el
segundo grupo con la CL50 més alta y por lo tanto, una toxicidad de las mas bajas. De estas
especies no se encontraron antecedentes sobre sus propiedades, con excepcion de lo
descrito por Guzman (1978) para las especies del género Ramaria en general, quién
comento que aquéllas con sabor amargo deben considerarse como no comestibles. Las dos
especies utilizadas en este estudio, R. aurea y R. holorubella, se describieron con sabor
amargo. Aunque este grupo resultd poco toxico para A. franciscana, de acuerdo con lo
observado por Meyer et al. (1982) y Olajuyigbe y Afolayan (2012), una CL50 menor a
1000 pg/mL puede representar la presencia de compuestos bioactivos en menor

concentracion.

Por otra parte, Scleroderma texense, un hongo venenoso causante de micetismo
gastrointestinal (Guzman, 1977), mostrd la CL50 maés alta registrada de los Basidiomycetes
estudiados, y por lo tanto la mortalidad mas baja sobre los nauplios de A. franciscana
(CL50 = 2552.88 pg/mL), seguido del hongo comestible Cantharellus cibarius (CL50 =
1586.63 pg/mL), sin diferencias significativas entre los mismos. Ambos resultados son
similares a los reportados por Nieto et al. (2008) para los extractos alcohdlicos de las
especies comestibles de Pleurotus ostreatus y P. pulmonarius (CL50 > 1000 pg/mL), que
se consideran seguras para consumo humano. Harwig y Scott (1979) probaron micotoxinas

purificadas sobre nauplios de A. franciscana y demostraron que este crustaceo no es
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sensible al acido oxalico, acido PB-nitropropionico, griseofulvina y luteoskirina, lo que
puede sugerir que tampoco es sensible a los compuestos presentes en S. texense. De esta

manera se podria explicar la baja mortalidad registrada para el extracto de este hongo.

6.3. Inhibicion de la eclosién de quistes de Artemia franciscana

En este bioensayo no se probaron extractos alcoholicos, debido a que éstos son
resuspendidos en el agua de mar con ayuda del Tween 80 al 5%, el cual permite la
homogenizacién de las moléculas no polares en un medio polar. Como se menciond
anteriormente se demostrd que el Tween 80 a esta concentracién afecta directamente la

viabilidad de los quistes de A. franciscana.

Existen diferentes condiciones que tienen la capacidad de afectar la eclosion de los quistes
de A. franciscana, como son la iluminacién, oxigeno disuelto en el medio, salinidad y
temperatura (Sorgeloos el al., 1986). En este ensayo se utilizé iluminacion constante
durante el tiempo de exposicion de los quistes a los extractos. No se proporciond aeracion
constante pero, con base en los resultados de los testigos negativos, esto no represento
efecto alguno sobre la eclosion, ya que en los testigos negativos la eclosion fue del 100%
en todos los casos. Se ajustd el medio a una salinidad de 40 UPS, la cual de acuerdo con
Soundarapandian y Saravanakumar (2009) es 6ptima para el desarrollo de A. franciscana.
Ademas, el bioensayo se realizd a una temperatura ambiente de 24 a 30 °C, que favorece la
eclosion de acuerdo con Sorgeloos et al. (1986), ya que los quistes eclosionan en un rango
de 4 a 32 °C y entre més alta la temperatura los quistes eclosionaran con mayor velocidad.
Con base en lo anterior, los resultados obtenidos reflejan Unicamente los efectos

provocados por sustancias presentes de los hongos estudiados.

Los resultados de todos los extractos acuosos de los Basidiomycetes usados en este estudio
(en todas sus concentraciones), mostraron una inhibicion de la eclosion de los quistes de
mas del 80%. Lo anterior es similar a lo reportado para los extractos acuosos de Psilocybe
cubensis, los cuales inhibieron la eclosién en 100% en todas las concentraciones probadas
(Vega-Villasante et al., 2013). Los quistes son estructuras de resistencia de un embrion en

etapa de gastrulacion en estado ametabdlico, liberados por hembras de A. franciscana
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cuando las condiciones no son adecuadas para el desarrollo de los nauplios. Estas
estructuras se encuentran en estado de diapausa, lo cual permite que su resistencia a
factores de estrés sea muy alta (MacRae, 2005). En este sentido, se pueden inferir dos
cosas: que los extractos solo prolongaron el estado de diapausa o bien que afectaron al
embrion. Para comprobarlo, se analiz6 la viabilidad de los quistes después de retirar el

extracto.

Se ha demostrado que los Basidiomycetes tienen la capacidad de bioacumular diversos
metales pesados, tales como el Cd, Cu, Hg, Zn, entre otros (Alonso et al., 2004; Falandysz
et al., 2012; Fontes-Vieira et al., 2013; Fang et al., 2014). De acuerdo con Brix et al.
(2006) y Jiménez et al. (2006), los metales pesados como el Cu y Ni tienen la capacidad de
inhibir la eclosion a partir de concentraciones de 40 pg/mL, debido a que afectan los
mecanismos de osmorregulacion e ionoregulacion en los crustaceos (Lignot et al., 2000),
que son esenciales para el desarrollo de los quistes (Soorgelos, 1986). Si se toma en cuenta
la posibilidad de bioconcentracion de metales pesados y ademas la presencia de metabolitos
toxicos en algunos de ellos, se podria explicar la alta inhibicion registrada. En primera
instancia el sistema osmorregulatorio es lo que permite al quiste entrar en fase de ruptura.
Una vez que el quiste se encuentra en esta etapa, el embridn queda expuesto al medio y se
inicia un sistema de regulacién idnica que le posibilita continuar su desarrollo hasta
alcanzar el estadio de nauplio. Si el quiste logra alcanzar la fase de ruptura y la regulacion

ionica falla, el embridn no continuara su desarrollo (Soorgelos, 1986).

Alonso et al. (2004) demostr6é que Cantharellus cibarius capta cantidades elevadas de Ni y
Cu. Estos metales provocan efectos adversos en la eclosion y viabilidad de los quistes de A.
franciscana (Brix et al., 2006; Jiménez et al., 2006). Lo anterior sugiere que Hygrophorus
russula y Lactarius indigo probablemente pueden captar a su vez metales pesados que
afectan directamente a los quistes de A. franciscana. Sin embargo, estas Ultimas dos
especies presentaron toxicidad moderada sobre los nauplios de A. franciscana, lo que
podria indicar que contienen compuestos activos, en cantidad suficiente para afectar tanto
el nauplio como a la viabilidad del quiste, como es el caso de algunos antibioticos (Migliore

etal., 1997).
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En este trabajo, al igual que en Vega-Villasante et al. (2013), se encontrd que el DP y los
extractos de los Basidiomycetes que quedaron en este grupo (subconjunto d, Figura 9) no
son detectados por el sistema de proteccion del quiste, por lo que bajo las condiciones
establecidas en este bioensayo, se rompid la diapausa, se activd el metabolismo y el

embrién comenz6 su desarrollo.

En el caso de Macrolepiota mastoidea es posible que los metabolitos toxicos estén en baja
concentracion o que los embriones de A. franciscana sean resistentes a ellos, ya que a pesar
de haber prolongado el proceso de diapausa en todas sus concentraciones, no se observo
efecto alguno en la eclosidn, al resultar en mas del 98% después del proceso de lavado. Por
otra parte, los extractos de Ramaria aurea y Pholiota sp. no mostraron efecto alguno sobre
los quistes a pesar de haber provocado un efecto sobre los nauplios de A. franciscana, por
lo que probablemente sus compuestos estan en concentraciones demasiado bajas como para

afectar una estructura de resistencia como lo son los quistes.

Si bien se ha demostrado que la presencia de metales pesados y otras sustancias tienen la
capacidad de inhibir la eclosion (Brix et al., 2006; Jiménez et al., 2006; Migliore et al.,
1997), no existen trabajos que evalten el efecto directo sobre la vialidad de los quistes
después de retirarlos de la exposicion a las sustancias estudiadas y colocarlos en
condiciones 6ptimas para su desarrollo. En este trabajo, bajo la metodologia propuesta, se
encontr6 que existen compuestos capaces de afectar la sobrevivencia del embrién y en
contraste, sustancias que a pesar de inhibir la eclosion no afectan la viabilidad de éste, por

lo que al encontrar condiciones favorables continta con su desarrollo.
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Vi.

Vii.

7. CONCLUSIONES

Con base en la CL50 que resulto similar a la del testigo positivo, se confirma la
toxicidad para Artemia franciscana, y por ende posiblemente para los humanos, de
Amanita muscaria, A. polypyramis, A. virosa y Chlorophyllum molybdites.

Se desconocian las propiedades de Lactarius piperatus, Leucopaxillus amarus y
Xerocomus sp. 3, con este trabajo se encontrd que son hongos toxicos.

Se confirma la nula toxicidad de Cantharellus cibarius.

Algunos hongos comestibles mostraron una toxicidad moderada sobre A.
franciscana, por lo que es probable que contengan compuestos bioactivos en bajas
concentraciones, que pudieran tener un potencial medicinal.

El ensayo con nauplios de Artemia franciscana puede ser una herramienta Gtil en la
busqueda de productos naturales novedosos debido a su alta aplicacién en la
deteccion de compuestos de diferente origen en bajas concentraciones. Ademas el
ensayo posee una gran reproducibilidad y se pueden evaluar las sustancias de interés
sobre un numero elevado de organismos.

Las causas por las cuales los extractos de las diferentes especies de Basidiomycetes
afectaron la eclosion de los quistes y la viabilidad de los embriones de A.
franciscana son distintas y de naturaleza diferente. Con base en lo anterior, se puede
inferir que los resultados obtenidos bajo la metodologia propuesta se pueden
explicar por varias razones para cada uno o para grupos de los hongos probados y
no existe una explicacién Unica para todos. Por lo tanto, es necesario realizar
investigaciones que permitan aclarar los mecanismos por los cuales los
Basidiomycetes afectaron la eclosion y la sobrevivencia del embrién.

Son necesarios estudios que permitan corroborar la presencia de compuestos
bioactivos en los Basidiomycetes estudiados, caracterizacion, aislamiento y su

potencial medicinal.
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