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RESUMEN

Se utilizaron 4 cepas parentales de Pleurotus spp. (POS, SEC, PCM y UAP9) y 8 cepas
hibridas (PAUA, PAUB, PAPO, SAUA, SAUB, SAPA, SAPO Y UAPO). Las cepas fueron
cultivadas y cosechadas para obtener extractos hexanicos y metandlicos a partir de los
cuerpos fructiferos frescos. El método de difusion en agar de Kirby Bauer se empled
para determinar la actividad antibacteriana de los extractos sobre bacterias Gram
positivas: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (ATCC 123989), Staphylococcus
aureus aislamiento clinico (CINVESTAV-IPN) y Gram negativas: Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13884), Enterobacter agglomerans (ATCC 27155), Yersinia enterocolitica,
Shigella dysenteriae (INDRE B2188) y Klebsiella rhinoescleromatis. Para el ensayo se
prepararon sensidiscos con 8 mg de extracto y como control positivo se colocaron
discos con 15 pg de cloramfenicol. El método de microdilucién en placa se utilizé para
la determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos que
presentaron actividad antibacteriana. Posteriormente, se realiz6 la cromatografia en
columna de los extractos metandlicos de las cepas parentales PCM POS y UAP9 y el
hibrido PAPO, y a las fracciones colectadas se les determind la CMI utilizando un
intervalo de concentraciones de 0.35 a 4 mg/mL. El ANOVA de dos vias indicé que la
cepa hibrida PAPO present6 los didmetros de inhibicién mas grandes (11 a 15 mm) y
que las bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis fueron los
microorganismos mas sensibles. La fraccidon F9 del extracto de PCM present6 una CMI
de 2.3 y 2.65 mg/mL para las cepas de S. aureus, mientras que la fraccién F28 tuvo
valores de CMI=1.75 mg/mL tanto para S. aureus como para Klebsiella pneumoniae.
Por otro lado, la CMI de la fraccion F4 del extracto de POS fue de 2.65 mg/mL. El
analisis fitoquimico practicado a las cepas POS, PCM y PAPO revel6 la presencia de
azucares reductores, glucésidos cardiacos, sesquiterpenlactonas, esteroles y
triterpenos. En conclusion, la fraccion F28 de la cepa parental PCM evidencié tener
actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas,
presentandose una CMI de 1.75 mg/mL para Staphylococcus aureus y Klebsiella
pneumoniae. El andlisis fitoquimico practicado a F28 sugiere que esteroles y
triterpenos son los metabolitos responsables de la actividad antimicrobiana

observada en Pleurotus spp.



ABSTRACT

Four parental strains of Pleurotus spp. were used (POS, SEC, PCM y UAP9) and 8 hybrid
strains (PAUA, PAUB, PAPO, SAUA, SAUB, SAPA, SAPO Y UAPO). Strains were grown and
harvested for methanol and hexane extracts from fresh fruiting bodies. The agar diffusion
method of Kirby Bauer was used to determine the antibacterial activity of extracts on Gram-
positive bacteria: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (ATCC 123989), Staphylococcus
aureus clinical isolate (CINVESTAV-IPN) and Gram-negative: Klebsiella pneumoniae (ATCC 13
884), Enterobacter agglomerans (ATCC 27155), Yersinia enterocolitica, Shigella dysenteriae
(Indre B2188) and Klebsiella rhinoescleromatis. For testing paper discs prepared with 8 mg of
extract and positive control discs with 15 pg of chloramphenicol. The microdilution plate
method was used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of the extracts
showed antibacterial activity. Subsequently, we performed column chromatography of
methanol extracts of the parental strains PCM, POS and UAP9 and hybrid PAPO, and the
collected fractions was determined the MIC using a concentration range of 0.35 to 4 mg/mL.
The two-factor ANOVA indicated that the hybrid strain PAPO presented larger inhibition
diameters (11 to 15 mm) and Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus and Bacillus
subtilis were the most sensitive organisms. The fraction F9 of PCM extract presented a MIC of
2.3 and 2.65 mg/mL for strains of S. aureus, while the fraction F28 had MIC=1.75 mg/mL for S.
aureus and Klebsiella pneumoniae. On the other hand, the MIC of fraction F4 of POS extract
was 2.65 mg/mL. The phytochemical analysis performed to the strains POS, PCM, PAPO
revealed the presence of reducing sugars, cardiac glycosides, sesquiterpenelactone, sterols
and triterpenes. In conclusion, the fraction F28 of PCM parental strain showed have
antimicrobial activity against Gram positive and Gram negative, presenting a MIC of 1.75
mg/mL for Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae. The phytochemical analysis
practiced to F28 suggests that sterols and triterpenes are the metabolites responsible for the

antimicrobial activity observed in Pleurotus spp.
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1. INTRODUCCION

1.1 Género Pleurotus

Los basidiomicetos comestibles forman cuerpos fructiferos detectables a simple vista
llamados basidiocarpos que portan las esporas de origen sexual, éstos se conocen
comunmente como hongos y pueden tener formas muy diversas (Sanchez-Vasquez y
Royse, 2001). El género Pleurotus pertenece a la clase de los basidiomicetos, cuya
principal caracteristica es la presencia de basidios sobre los cuales se producen las

basidiosporas (Herrera y Ulloa, 1998).

Los hongos del género Pleurotus son hongos degradadores de materiales
lignoceluldsicos, por lo que utilizan para su crecimiento residuos tanto agricolas como
agroindustriales (Baena, 2000).

La ubicacion taxondmica del género Pleurotus se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del género Pleurotus

Reino Fungi

Division Amastigomicotes
Subdivision Basidiomicotinas
Clase Basidiomicetes
Subclase Holobasidiomecétidas
Familia Tricholomataceae
Género Pleurotus

(Tomado de Alexopoulos y Mins, 1985)

1.2 Importancia de los hongos comestibles del género Pleurotus

Mundialmente se producen alrededor de 7 millones de toneladas de hongos
comestibles frescos cultivados por afio. México es el mayor productor de
Latinoamérica, ya que genera alrededor del 58.9% de la produccion total de esa

regién y se ubica como el 16° productor a nivel mundial. A nivel nacional los

1



volumenes de produccion ascienden a 47,468 toneladas anuales de hongos frescos. La
importancia ecologica de esta actividad econdmica radica en la utilizacion y reciclaje
de mas de 474,000 toneladas anuales de subproductos agricolas, agroindustriales y
forestales (Martinez-Carrera y col, 2006). En México los hongos comestibles del
género Pleurotus son conocidos con el nombre comercial de setas. Este tipo de hongos
ocupan el segundo lugar en produccién en Latinoamérica con el 4.6% (seta blanca,
gris y café: 2,190 ton/afio), s6lo después de Agaricus bisporus. Actualmente las seta
son cultivadas en 21 estados de México y se observa que el interés por cultivarlos se
incrementa no Unicamente en este pais, sino en la mayoria de los paises
latinoamericanos, como estrategia de desarrollo econdmico de produccién de un

alimento, y de utilizacién de subproductos agricolas (Martinez-Carrera, 2006).

1.2.1 Importancia nutracéutica

Se define como nutracéutico a cualquier alimento o ingrediente de los alimentos que
ejercen accion benéfica en la salud del hombre. El término es adoptado a partir de los
que la industria de alimentos califica como alimentos funcionales por tener algin
efecto fisioldgico que puede beneficiar la salud de quienes los ingieren, un ejemplo

claro son los hongos comestibles (Guzman y col.,, 2009).

En cuanto a caracteristicas alimenticias de los hongos del género Pleurotus spp. se
destaca su sabor, altas cantidades de proteinas, fibra dietética, carbohidratos,
minerales (fosforo, hierro, calcio), vitaminas (riboflavina, tiamina, acido ascébico y
niacina, acido linoleico, asi como bajas concentraciones de grasas (Bautista y col,
1998). Akyuz y Kirbag (2010), determinaron el valor nutricional de dos especies de
setas, Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr.) Kumm. y Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer,
teniendo un intervalo de 0.5 a 1.3 % en peso seco de grasas cruda, de 27.8 a 41.6 % en
peso seco de proteina cruda, de 76 a 84% en peso seco de materia organica; ademas,
de poseer de 0.2 a 41.2 g/kg en peso seco y 0.63 a 838 g/kg en peso seco de

macronutrientes y micronutrientes, respectivamente. Nutricionalmente, en estos



hongos se ha encontrado un contenido de vitaminas B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B5
(niacina), B6 (piridoxina) y B7 (biotina) (Iwalokun y col., 2007).

Diferentes hongos han sido estudiados por comunidades cientificas, en el
descubrimiento de nuevas alternativas terapéuticas, y los resultados han demostrado
sus propiedades bioactivas. Los hongos del género Pleurotus no son la excepcidn; dada
la importancia que han adquirido tanto por su valor nutricional como farmacéutico, en
la actualidad se habla del término “nutracéutico” para caracterizarlos. Una definicion
para este tipo de productos aplicada a los hongos es la siguiente: “Productos de
hongos puros y/o parcialmente refinados o sin refinar, procedentes de cuerpos
fructiferos, micelio de hongos o del medio de cultivo filtrado después del crecimiento
micelial en cultivo sumergido. Que poseen propiedades nutricionales y/o promueven
la salud, y se consumen en forma de capsulas o comprimidos como un suplemento
dietético” (Chang y Buswell, 1996, citado en: Valencia del Toro y Garin, 2011 en
prensa). Los hongos comestibles son ricas fuentes de nutracéuticos responsables de

propiedades antitumorales, antioxidentes y antimicrobiales (Barros y col., 2008).

1.2.2 Importancia farmacoldgica

Varias especies de Pleurotus han demostrado poseer propiedades medicinales, las
cuales se presentan en los extractos o compuestos aislados de Pleurotus spp, en el
medio de cultivo obtenido por fermentacidn, en su micelio o en los cuerpos fructiferos

(Gregoriy col, 2007).

En los cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus se encontr6 un inhibidor competitivo
de la enzima 3- hidroxi - 3 metil - glutonnil coenzima A reductasa, que baja el
colesterol de la sangre (Cardona, 2001). Un marcado efecto hipocolesterolémico de P.
ostreatus, junto con la inhibicién de la peroxidacion lipidica, se demostré en ratas y
conejos, debido a una dieta de este hongo (10% cuerpos fructiferos secos) que redujo
significativamente la incidencia y el tamafio de las placas de ateroma en conejos

(Lindesquist y col, 2005).



Se ha reportado que 16 fracciones de polisacaridos aislados de P. pulmonarius tienen
diferentes niveles de actividad antitumoral (Wasser, 2002) y el consumo de los
cuerpos fructiferos de P. ostreatus en ratas, protege de ciertos efectos
anticancerigenos y disminuye la toxicidad de la ciclofosfamida (Lindesquist y col,

2005).

Por otra parte, los componentes de P. ostreatus como 3-octanona, 3-octanol, 1-octan-
3-ol, benzaldehido, 1-octanol, acido benzoico, p-anisaldehido y otros compuestos
solubles en cloroformo y las ribonucleasas de Pleurotus sajor-caju muestran actividad
antibacteriana contra varias bacterias y hongos (Santoyo y col., 2009). Ademas se ha
reportado que un extracto metanolico del cuerpo fructifero de reduce la induccién de
carragenina y la induccién de la formalina mediante experimentos in vivo con ratones

(Lindesquist y col., 2005).

Badole y col., 2008 sugieren que P. pulmonarius puede utilizarse como un antioxidante
natural, debido a que se demostré mediante un experimento in vitro, que el extracto
acuoso de este fungico presenta una fuerte actividad antioxidante en 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), también se mostré su potencial antioxidante contra el radical

hidroxilo y oxido nitrico.

1.2.3 Uso medicinal de otros hongos superiores

Actualmente, el uso de los macromicetos con fines medicinales se ha extendido
alrededor del mundo; en el Oriente paises como Corea, China y Japdn, asi mismo, en
Rusia, Estados Unidos y Canada han incorporado estos hongos en el tratamiento de
diversas enfermedades, debido a que se han descubierto notables propiedades
medicinales en estos organismos (Gonzalez y col, 2009). Los hongos comestibles son
una fuente importante de moléculas bioactivas, compuestos o fracciones especificas
son extraidas para producir antibidticos o drogas farmacéuticas, para la preparacion
de suplementos alimenticios o para disefiar alimentos funcionales (Santoyo y col,

2009).



Un ndmero de hongos medicinales como Aleurodiscus, Coprinus, Clitocybe, Daedalea,
Marasmius, Merulius, Polyporus, Poria, Psathyrella y Tricholoma spp son fuentes ricas
de [-glucanos, proteoglucanos, lectinas, compuestos fendlicos, flavonoides,
polisacaridos, triterpenoides, fibra dietética, esteroides, glicopeptidos, terpenos,
saponinas, xantonas, curaminas, alcaloides, purinas, purimidinas, ribonucleasas

(Akyuz y Kirbag, 2009).

Los cuerpos fructiferos y el micelio de diversos hongos contienen compuestos con
actividad antimicrobial, las cuales son fuentes ricas de antibioticos naturales donde
los glucanos de la pared celular son bien conocidos por sus propiedades
inmunomodulatorias, y algunos de sus metabolitos secundarios combaten contra
bacterias, hongos y virus (Akyuz y Kirbag, 2009). La produccién de compuestos
antimicrobianos por los hongos, no es muy usual, pero se debe a que ellos los
necesitan para competir contra una bacteria u otro microorganismo para colonizar el
sustrato o sobrevivir en su ambiente natural (Santoyo y col, 2009). Algunos ejemplos

de estos compuestos antimicrobianos son:

e Lentinula edodes contiene compuestos como lentionina,
bi[(metilsulfonil)metil]disulfido y otros componentes no identificados con
actividad antimicrobiana (Santoyo y col, 2009). Se ha reportado que el acido
oxalico y la lentinamicina de este mismo género son los responsables del efecto
antibacteriano contra Staphyloccocus aureus y otras bacterias (Tambekar y col,,

2006).

e Compuestos como Lentinan de L. edodes, Schizophyllan de Schizophyllum
commune, dos compuestos denominados PSK “Krestin” y PSP (polisacaridos
con union a un componente de una proteina) de Trametes versicolor y una
fraccion MD de Grifola frondosa tienen uso clinico, principalmente en la

inmunoterapia (Lindesquist y col., 2005).



Schizophyllan activa macroéfagos (in vitro e in vivo), lo que resulta en el
aumento de las actividades de las células T y aumenta la sensibilidad de las
células citotdxicas activadas LAK (limphokine-activated Kkiller cells) y las
células citotéxicas naturales NK (natural Killer) a la Interleucina 2 (Wasser,

2002).

Se identificé una fraccion presente en el micelio y en el cuerpo fructifero del
hongo comestible Grifola frondosa con actividad antitumoral al estimular a los
macroéfagos. Esta fraccion, se denomin6 Fraccién D y esta constituida por una
mezcla de proteinas y polisacaridos con una cadena principal de -(1-6)-
glucano con ramificaciones de -(1-3)-glucano. Recientemente se ha aislado un
nuevo polisacarido de G. frondosa, denominado GFPS1b, que también presenta
actividad antitumoral sobre células cancerigenas in vitro (Illana-Esteban,

2008).

Algunos esteroides aislados de Ganoderma applanatum proveen actividad

contra un niumero de bacterias Gram positivas y negativas (Fan y col., 2006).

Algunos compuestos extraidos de Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Coprinus
comatus 'y Oudemansiella mucida han reportado tener propiedades

antigungicas y antibacteriales (Rai y col., 2005).

Flammulina velutipes sintetiza sesquiterpenoides contra Cladospoium

herbarum, Bacillus subtilis y Staphyloccocus aureus (Santoyo y col,, 2009).

Algunos extractos de Agaricus bisporus y otras especies de este género

muestran actividad Staphyloccocus saprophyticus (Tambekar y col.,, 2006).

Agaricus blazei contiene algunos componentes, los cuales activan los
macroéfagos contribuyendo a la respuesta inmune in vitro; por otro lado, los
polisacaridos de cuerpos fructiferos de Ganoderma lucidum, incrementan los
niveles de interleucinas y del factor de necrosis tumoral (TNF-a) con respecto
a cultivo de células no tratadas (Wang y col., 1997, citado en: Valencia del Toro

y Garin, 2011 en prensa).



e En una cepa de Cyathus striatus fueron encontrados tres componentes
(antibioticos cristalinos) durante el crecimiento micelial, los cuales
presentaron una alta actividad contra bacterias Gram positivas y hongos

imperfectos (Shittu y col,, 2005).

e (litocibina, un antibiotico extraido del micelio de Leucopaxillus giganteus y un
péptido producido por Boletus sp ambos exhiben actividad antimicrobiana

contra bacterias Gram-posititvas (Santoyo y col., 2009).

e El &cido glucuronoxilomanan (de conformacién helicoidal) aislado del cuerpo
fructifero de Tremella fuciformis demostré actividad antitumoral (Wasser,

2002).

e Hericium erinaceus muestra una fuerte actividad antimicrobiana contra un

amplio rango de agentes infecciosos (Rai y col., 2005).

e Farmacolégicamente los polisacaridos de Poria cocos tienen actividad
inmunomoduladora y anticancerigena, los cuales podrian ser una alternativa
en terapias contra el cancer, ya que in vitro han demostrado tener una potente

actividad antisupresora en células leucémicas humana (Illana-Esteban, 2009).

1.3 Antibioticos

Los antimicrobianos incluyen los compuestos obtenidos de forma natural o
biosintética, asi como, los generados totalmente en el laboratorio. Un agente
antimicrobiano debe cumplir tres condiciones como minimo: poseer actividad
antimicrobiana, desarrollarla a bajas concentraciones y ser tolerado por el huésped
(Paredes y Roca, 2004). Dentro de los compuestos antimicrobianos se ubican los
antibidticos, estos compuestos son generalmente activos sélo contra bacterias y no
contra hongos, protozoos o virus: Los antibidticos actian contra fisiologias o rutas

bioquimicas que son especificas para las bacterias. Otros organismos, tales como



hongos (levaduras) y protozoos tienen rutas bioquimicas diferentes a la de las

bacterias y, como consecuencia, los antibiéticos no funcionan en contra de ellos.

Algunos antibidticos son activos contra ciertos tipos de bacterias: existe una gran
diversidad entre las bacterias, y ellas no comparten todas las rutas fisiolégicas ni
bioquimicas. Por lo tanto, no todos los antibidticos son activos contra todas las
bacterias. Por ejemplo, la penicilina actia en la pared celular de las bacterias
inhibiendo el crecimiento de las mismas. Las micobacterias, que son la causa de la
tuberculosis, no tienen la misma estructura de la pared celular como otras bacterias, y
la penicilina no afectara el crecimiento de las micobacterias porque no hay objetivo

para su accion.

La pared celular de las micobacterias es un ejemplo especifico de propiedades que
hacen que algunas bacterias sean intrinsecamente resistentes a uno o mas
antibidticos. Las bacterias se clasifican como Gram positivas o Gram negativas debido
a que difieren en la composicion de su pared celular, ver Figura 1. Algunos antibiéticos
son efectivos frente a sélo las bacterias Gram-positivas, algunos s6lo son eficaces
contra bacterias Gram negativas, y los que afectan ambos tipos de bacterias se

conocen como antibiéticos de amplio espectro siendo eficaces contra ambos.

Algunas bacterias crecen en biopeliculas que no pueden ser facilmente penetradas por
los antibioticos: Las biopeliculas son poblaciones bacterianas multiples incrustadas en
una pelicula que se une a una cierta superficie. Algunos ejemplos de bacterias que
crecen en biopeliculas son las del sarro dental, cuales causan la caries dentales

(Herdman, 1995).
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1.3.1 Clasificacion y mecanismos de accion de los antibiéticos

En la practica diaria, las clasificaciones que mas se utilizan son las que se basan en la
accién del antibiético sobre la bacteria, es decir, segin su mecanismo de acciéon y de
acuerdo al efecto que ejercen sobre la bacteria (Cordiés y col., 1998). La accién de un
antibioético se mide en términos de espectro de accion sobre las bacterias. Se observa

que algunos antibiéticos actdan en un sector restringido (grupos selectos de
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microorganismos), por esta razon se les denomina de espectro limitado. Cuando
actuan contra un mayor numero de bacterias se les denomina de amplio espectro y
cuando lo hacen en un solo grupo de bacterias se les llama de espectro selectivo
(Patifio, 2003). En la Figura 2 se presentan los principales mecanismos de accién de

los antimicrobianos que pueden clasificarse como:

1.3.1.1 Inhibicion de la sintesis de los constituyentes de la pared celular

Los antibiéticos actiian inhibiendo cualquiera de los tres mecanismos de la biosintesis

de la pared celular (Nuiez, 2008):

a. Inhibicién de la fase citoplasmatica.- Actian en el citoplasma bacteriano
inhibiendo la sintesis de los precursores del pentapéptido N- acetilmuramico. En este

proceso actda la fosfomicina, la daptomicina, y la cicloserina.

b. Inhibicién de la fase de transporte de precursores.- Actdan dentro de la
membrana citoplasmastica impidiendo la d-fosforilacién de sus precursores. La

bacitracina es uno de los antibidticos que actian en esta fase.

c. Inhibicién de la organizacién estructural del péptidoglicano.- Mediante este
mecanismo se bloquea selectivamente la transferencia del polimero lineal a la pared
celular existente, interfiriendo la organizacion estructural definitiva del
péptidoglicano, evitando su polimerizacion al ligarse a las proteinas fijadoras de
Penicilina, como lo hacen todos los beta-lactamicos. En tanto que los glucopéptidos
evitan la polimerizacion del péptidoglicano en la proximidad de la membrana

citoplasmatica bacteriana.
1.3.1.2 Alteracion del funcionamiento de la membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmatica es fundamental para la regulacion del medio extracelular
de la bacteria. Esta membrana tiene una estructura particular en las bacterias y puede
lesionarse por algunos antibidticos (Patifio, 2003). Los antibidticos de este grupo

tienen efecto bactericida, pero no debe olvidarse que tienen gran toxicidad sobre las
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células eucaridticas. Actdan con diversos mecanismos sobre la membrana

citoplasmatica bacteriana, los cuales se describen a continuacion:

a. londforos.- La tirocidina que pertenece a este grupo actia incorporando
iones y transportandolos a través de la membrana creando una elevada penetracion
de iones de K* con el consecuente potencial eléctrico y el gradiente quimico que altera

la funcionalidad bacteriana.

b. Formadores de Poros.- Los antibidticos de este grupo, como la gramicidina,
provocan el paso selectivo de moléculas a través del canal abierto por los mismos

(antibidticos).

c. Desestructuracion de la membrana citoplasmatica.- La daptomicina ejerce un
efecto sobre la membrana que determina una pérdida de iones K* intracelular. Activo
contra Gram+, se une a la membrana bacteriana causando despolarizacién y

conduciendo a inhibicion rapida de sintesis de proteinas, ADN y ARN.

1.3.1.3 Inhibicion de la sintesis de proteinas y/o de acidos nucleicos

Los antibidticos impiden que las bacterias sinteticen las proteinas que son
indispensables para su supervivencia (Patifio, 2003). La unidad funcional de la
sintesis de proteina en las bacterias es el ribosoma 70S, compuesto por dos
subunidades, 30S y 508, esto explicaria por qué los farmacos antimicrobianos pueden
inhibir la sintesis en los ribosomas bacterianos, sin tener efecto en los ribosomas de

los mamiferos (Paredes y Roca, 2004).

1.3.1.4 Antagonismo metabdlico (inhibicion de la sintesis de acido folico)

Las sulfamidas inhiben la incorporaciéon del PABA para la formacién del acido félico,
de aqui su efecto antibacteriano selectivo. Las diaminopirimidinas inhiben la

hidrofélicoreductasa e impiden el paso de acido félico a folinico (paso necesario para

la sintesis de bases puricas y pirimidinicas (Paredes y Roca, 2004).
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1.3.2 Accion bactericida

La importancia de los antibidticos bactericidas (aquellos que matan las bacterias)
frente a los antibidticos bacteriostaticos (que inhiben el crecimiento de bacterias) en
el tratamiento de infecciones se ha debatido durante muchos afos (Finberg y col,
2004). La actividad bactericida no es una propiedad invariable de un antibiético, sino
que puede depender del organismo y las condiciones de crecimiento. Por ejemplo,
Staphylococcus aureus no es eliminada por los inhibidores de la sintesis de proteinas,
el cloranfenicol y la eritromicina, que son clasicos agentes bacteriostaticos y que se
dirigen directamente a los ribosomas bacterianos. Streptococcus pneumoniae, por el
contrario, es un organismo intrinsecamente muy susceptible, es facilmente eliminado
por estos y otros antibidticos que son bacteriostaticos contra especies de bacterias
mas resistentes. Como la mayoria de las bacterias, S. aureus y S. pneumoniae son
eliminados por los inhibidores de la pared celular, la penicilina y vancomicina, asi
como las fluoroquinolonas, que son clasicos agentes bactericidas. Sin embargo, estos
agentes in vitro no producen un 99,9% de eliminacién de los enterococos dentro de
un plazo de 24 horas, y se le considera por lo tanto a ser bacteriostatico contra este

organismo.

Las condiciones de crecimiento también afectan la actividad bactericida de agentes.
Muchos antibioticos, y especialmente el beta-lactamicos, requieren que las células
estén en crecimiento y en division celular para tener una accidn bactericida. Ademas,
el lento crecimiento afecta la actividad bactericida. Las condiciones en el hospedero en
el sitio de infeccion que no favorecen el crecimiento o el bajo crecimiento de la
bacteria se negaran a la accion bactericida de un antibidtico. Por lo tanto, si un efecto
bactericida o bacteriostatico se logra puede variar dependiendo no sélo en los
antibiéticos, sino también el organismo y condiciones de crecimiento (Chambers,

2003).
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Figura 2. Mecanismo de accién de antibacterianos: TFH: Tetrahidrofolato; DHF: Dihidrofolato
(Modificada de Madigan y col., 2006).

1.3.3 Resistencia antibacteriana

En los afios recientes la produccion de nuevos antibioticos ha disminuido de forma
considerable y ha surgido la resistencia a estos como un problema de consecuencias
impredecibles, sobre todo por la aparicion en las bacterias, virus, hongos y
protozoarios de mecanismos defensivos con el fin de evadir la accién destructiva de
estas sustancias (Ferndndez-Riverdén y col, 2003). La resistencia bacteriana, es la
capacidad natural o adquirida de una bacteria de permanecer refractaria a los efectos

bactericidas o bacteriostaticos de un antibiotico (Greca,2000).

Las bacterias, por su tremenda capacidad de adaptaciéon, pueden desarrollar
mecanismos de resistencia frente a antibioticos. Existe una resistencia natural o
intrinseca en las bacterias si carecen de células diana para un antibidtico. La

resistencia adquirida es la realmente importante desde un punto de vista clinico: es
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debida a la modificacion de la carga genética de la bacteria y puede aparecer por
mutacion cromosOmica o por mecanismos de transferencia genética. La primera
puede ir seguida de la seleccidon de las mutantes resistentes, pero la transmitible es la
mas importante, estando mediada por plasmidos, transposones o integrotes, que
pueden pasar de un bacteria a otra (Daza-Pérez, 1998). Las mutaciones pueden ser
s6lo cambios microevolutivos, es decir que comprometen un par de nucleétidos en la
estructura del DNA, mientras que los macroevolutivos involucran grandes segmentos
del mismo incluyendo inversiones, duplicaciones, inserciones, deleciones vy

transposiciones (Greca, 2000).

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para resistir la accion de los
antibiéticos. El primero de ellos es por la posicion de un sistema de expulsién activa
del antimicrobiano, una especie de bomba expulsora que utilizan las bacterias para la
excrecion de productos residuales o toxicos, con la que puede eliminar ademas
muchos de estos agentes antibacterianos. El segundo, se realiza mediante la
disminucién de la permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida o modificacion
de los canales de entrada (porinas). La producciéon de enzimas inactivantes de los
antibidticos constituye el tercer mecanismo. De esta forma son inhibidos los
aminoglucosidos, el cloranfenicol por la acetil transferasa, y el caso mas tipico, el de
las beta-lactamasas, para el grupo de los betalactamicos. En afios recientes la
aparicion de beta lactamasas de amplio espectro que incluyen a las
antibetalactamasas (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam), dificulta el uso de
estos antibidticos tan utilizados. Por ultimo, algunos antibioticos ejercen su accion
contra las bacterias uniéndose a una proteina esencial para la supervivencia de estas.
La resistencia bacteriana se produce cuando el germen modifica la proteina diana, y

cambia su funcién o produce enzimas distintas (Becerra y col,, 2009).

Una misma bacteria puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a uno
o muchos antibioticos y del mismo modo un antibidtico puede ser inactivado por
distintos mecanismos de diversas especies bacterianas, todo lo cual complica
sobremanera el estudio de las resistencias de las bacterias a los distintos

antimicrobianos (Daza-Pérez, 1998).
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Un ejemplo claro, es la publicacion de una noticia (Kelland, 2011), en donde se

menciona que un equipo de cientificos de Alemania se encuentran analizando

diferentes muestras de alimentos debido a que se desconoce el origen del reciente

brote letal de la bacteria Escherichia coli, ya que ha traido como consecuencia una alta

infeccion y a su vez la muerte de personas, hasta el momento, ha sido imposible hallar

la fuente del problema.

Teniendo en cuenta que las bacterias Gram negativas tienen un arsenal de

mecanismos de resistencia a su disposicién y que la selecciéon de estos mecanismos

puede llevar a falla terapéutica. Estos mecanismos de resistencia terapéutica podrian

resumirse en cuatro categorias mostradas en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Mecanismos de resistencia de las bacterias Gram negativas

(Tafury col, 2008).

Modificacion enzimatica del
antibiotico

Bombas de expulsion

Cambios en la permeabilidad de la
membrana externa

Alteraciones del sitio de accién

Las bacterias expresan enzimas capaces de
crear cambios en la estructura del antibiético
haciendo que éste pierda su funcionalidad.
Operan tomando el antibidtico del espacio
periplasmico y expulsandolo al exterior, con
lo cual evitan que llegue a su estado de
accion. Este mecanismo es frecuentemente
utilizado por las bacterias Gram negativas.
Las bacterias pueden generar cambios de la
capa lipidica, aunque la permeabilidad de la
membrana se ve alterada, principalmente por
cambios en las porinas.

Las bacterias pueden alterar el sitio donde el
antibidtico se une a la bacteria para
interrumpir una funcién vital de ésta. Este
mecanismo es, principalmente, utilizado por
las bacterias Gram positivas.
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En el caso de las bacterias Gram positivas, en la Figura 3 se esquematizan los

principales mecanismos de resistencia, los cuales son (Sierra y Vila, 2007):

e La inactivacion del agente antimicrobiano, ya sea mediante su hidroélisis o su

modificacién.

e La reduccion de la sensibilidad de la diana frente al antimicrobiano, mediante
la modificaciéon de la diana del antibiético, sin que esta pierda su actividad

funcional.

e Los sistemas de expulsion, capaces de sacar al farmaco del interior celular.

exterior

Membrana interna -y Interior /
Peptidoglicano d

antibiotico o

Figura 3. Mecanismos de resistencia a los agentes antimicrobianos en bacterias Gram
positivas: 1) hidrdlisis o modificacion del antibi6tico; 2) cambio conformacional en la proteina
diana; 3) sobreexpresion de sistemas de expulsion activa (Modificado de Sierra y Vila, 2007).
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1.3.4 Requerimientos de los antimicrobianos

A continuacién se enlistan las condiciones que debe de cubrir un antimicrobiano para

su funcion (Toro, 2008):

e Especificidad: espectro union a un sitio especifico de la bacteria
e Potencia biolégica: concentracién del antibiotico capaz de ejercer la acciéon

especifica

e Toxicidad selectiva: actividad maxima sobre el microorganismo sin afectar la
célula hospedera

e Buena distribucién tisular: no todos los antibioticos tiene la misma llegada a
todos los sitios de excreciéon

e Estables, de bajo costo y faciles de administrar
Es importante mencionar los requerimientos que debe cubrir un antimicrobiano,

debido a que en un futuro el propoésito de esta investigacion es obtener biofarmacos

con propiedades antibacterianas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Actividad antibacteriana del género de Pleurotus

En el afio de 1997, Beltran-Garcia y col. identificaron compuestos volatiles del cuerpo
fructiferos de Pleurotus ostreatus, los cuales tienen por nombre 1-3-octanol, 3-octanol,
ocyanol, 3-octanona y 2 octanona. Estos compuestos volatiles presentaron actividad
antimicrobiana contra diversas bacterias tales como Bacillus cereus, B. subtilis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus
aureus y S. epidermidis, teniendo un intervalo de concentracion minima inhibitoria

(CMI) de 3.9a 1000 pg/g.

Se ha reportado que extractos metanoélicos extraidos del caldo de fermentacion de
Pleurotus eryngi, no presentaron actividad antimicrobiana frente a Psedomonas
aeruginosa, Serratia marcescens, Micobacterium smegmatis, Candida albicans y
Saccharomyces cerevisiae, pero presentaron ligeros halos de inhibicion de las
bacterias Enterococcus faecium y Aspergillus fumigatus, seguidos de B. subtilis con
halos de inhibicion menores de 15 mm y por ultimo Staphylococcus aureus con halo

dde inhibiciéon mayor e igual a 15 mm (Suay y col., 2000).

Por otro lado, Tambekar y col. (2006) trabajaron con la especie de Pleurotus sajor
caju, del cual obtuvieron extractos acuosos y de diferentes solventes organicos
(etanol, metanol, xileno, éter, benceno y acetona), en donde se mostré que las
bacterias Escherichia coli 390, Escherichia coli 739, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa y Klebsiellla pneumoniae mostraron mas sensibilidad a los
extractos acuosos, etanolicos, metanolicos y xilenos en un intervalo de 12 a 20 mm en
el diametro de los halos de inhibicion; indicando que este género provee de

antibidticos naturales para combatir a microorganismos patdgenos.
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En el 2007, Iwalokun y colaboradores examinaron las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de extractos de acetona y éter de Pleurotus ostreatus. El estudio
evidenci6é actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas, bacterias Gram
negativas y algunos hongos aislados como Candida albicans ATCC 1880, Candida sp.y
Saccharomyces cerevisiae, presentandose diametros de halos de inhibicion menores a
10 mm y la CMI oscil6 entre 65 a 100 mg/mL contra los microorganismos estudiados.
Este autor revel6 que los extractos utilizados contienen un nivel moderado de
terpenoides, taninos, glicésidos esteroidales y carbohidratos. Ese mismo afio,
Gdolagade y col. reportaron la actividad antibacteriana de los extractos crudos y
purificados de P. florida y de P. tuber-regium, donde halos de inhibicién de didmetros
menores de 19 mm se presentaron en B. cereus, E. coli, K. pneumoniae, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa y S. aureus. Por otro lado, las dos especies flngicas

presentaron un intervalo de CMI de 5 a 7.75 mg/mL.

Rahman y col. (2009) trabajaron con el extracto acuoso de Pleurotus ostreatus
(Jacquin ex Fr.), el cual mostro efecto contra microorganismos patégenos (entre ellos:
Klebsiella sp. y Staphylococcus sp.) usando medio Mc Conkey. En cambio, la actividad
antimicrobiana del extracto de alcohol metilico obtenido del medio de cultivo de P.
eryngii var. ferulae mostré inhibir el crecimiento de algunas bacterias y que el
didmetro de esta inhibicion oscil6 entre 7.7 a 13 mm. Las bacterias estudiadas fueron
B. megaterium, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, C. albicans, C. glabrata, Trichophyton

spp., y Epidermophyton spp. (Akyuz y Kirbag, 2009).

Valencia del Toro y col. (2008) evaluaron la actividad antibacteriana de extractos
hexanicos de cuatro cepas de Pleurotus djamor, dos de ellas variedad blanca [E200 e
IE2001 y dos mas variedad rosa ECS127R y RP, en bacterias Gram positivas: S. aureus
1, S. aureus 2, B. subtilis, K. pneumoniae, K. Enterobacter agglomerans, Yersinia
enterocolitica,  Shigela  dysenteriae y  Klebsiella  rhinoescleromatis.  Estos
microorganismos desarrollaron halos de inhibicién con didmetros de 12 a 25.6 mm
(variedad blanca) y de 8.3 a 22.6 mm (variedad rosa). Los autores también reportaron

que una cepa hibrida de Pleurotus spp. SAUA (SEC1xUAP91) provocé halos de
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inhibicion contra las bacterias antes mencionadas, donde Y. enterocolitica presento los
mayores halos de inhibicién, en cambio, K. pneumoniae presentd los mas pequefios y
la CMI fue de 0.75 mg/mL para la bacteria S. aureus 1 (Valencia-del Toro y col., 2011,

en prensa).

2.2 Metabolitos presentes en el género Pleurotus

Bermudez y col, (2002) determinaron mediante cromatografia en capa delgada la
presencia de dos micoesteroles, los cuales son ergosterol y peroxido de ergosterol, en
extractos de cloroformo-metanol de Pleurotus ostreatus var. florida. Por otro lado,
Jagadish y col., (2008) reportaron mediante una evaluacién fitoquimica la presencia
de diferentes compuestos: 20lavonoides totales (0.86, 1.03 y 0.94 pg/mg), fendlicos
(6, 7.5 y 6.7 ng/mg) en los extractos etanolicos de Pleurotus florida, Pleurotus sajor
caju y Pleurotus auerovillosus, respectivamente; también se mostr6 que estas especies

fingicas contienen terpenoides, taninos, glicésidos esteroidales y carbohidratos.

Chidinma y Chigozie (2008) trabajaron con el género Pleurotus tuber-regium, en
donde lograron identificar que esta especie es rica en 20lavonoides y taninos,
moderadamente rica en alcaloides y altamente rica en fitatos. Un afio mas tarde, ljeh y
col. (2009) evalué fitoquimicamente el cuerpo fructifero de este mismo género,
reportando un rendimiento de 2. 19 g/100g de saponinas, 0.32 g/100g de alcaloides,
2.84 g/100g de 20lavonoides y un 14.14 g/100g de oligosacaridos.

Extractos hexanicos y metandlicos de cepas parentales (POS, PCM, SEC y UAP9) e
hibridas (PAPO, UBPO, SAUA, SAUB) de Pleurotus spp. presentaron
sesquiterpenlactonas, glicosidos cardiacos y azucares reductores (Valencia-del Toro y

col, 2011, en prensa).
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3. JUSTIFICACION

La creciente demanda de productos farmacéuticos de origen natural ha obligado a
intensificar la investigacion en cuanto al descubrimiento y desarrollo de nuevas
alternativas para el tratamiento de diversas enfermedades. En este sentido, la
obtencién de metabolitos secundarios producidos por algunos organismos se ha
convertido en una de estas alternativas. Otra alternativa la conforman los
basidiomicetos, debido a que son fuentes de productos naturales y ofrecen grandes

posibilidades para la obtencién de nuevas estructuras biolégicamente activas.

Las biotecnologias en la produccion de hongos comestibles son cada vez mas
eficientes, por lo que es posible obtener estos macromicetos durante todo el afio sin
necesidad de esperar la época de lluvias para recolectarlos y proveerles de
mejoramiento genético con el propdsito de combinar caracteristicas y hacerlas mas
fuertes. Estudios previos realizados en el laboratorio mostraron que algunas cepas
hibridas de Pleurotus spp. superan o mantienen la misma productividad y actividad
antibacteriana de las cepas progenitoras que les dieron origen; por lo que en este
estudio cepas parentales e hibridas se cultivaron con el propoésito de obtener a partir
de extractos de carpéforos de estas cepas, las fracciones que presenten propiedades

antibacterianas que posteriormente permitan la obtencién de biofarmacos.
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4. OBJETIVOS

General

Evaluar la actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas durante la
cromatografia en columna, a partir de extractos metandlicos de los cuerpos

fructiferos de cepas parentales e hibridas de Pleurotus spp.

Especificos

Generar el in6culo-grano o “semilla” y producir cuerpos fructiferos de las cepas
parentales e hibridas.

Obtener extractos metandlicos y hexanicos de los cuerpos fructiferos de las
cepas.

Separar mediante cromatografia en columna las fracciones metanélicas de los
extractos de los cuerpos fructiferos de las cepas parentales e hibridas y de
Pleurotus spp.

Determinar los halos de inhibicién en bacterias patégenas producidos por los
extractos obtenidos de los cuerpos fructiferos de Pleurotus spp.

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos
metandlicos y de las fracciones metandlicas de los cuerpos fructiferos de

Pleurotus spp.
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5. MATERIALES Y METODOS

Para lograr los objetivos planteados la parte experimental tuvo las siguientes etapas:

5.1 Cultivo de cepas parentales e hibridas de Pleurotus

5.1.1 Resiembra de cepas Pleurotus spp.

Se sembraron trozos de micelio en medio s6lido EMA que se incubaron a 28°C con una

duracion de 8 dias y con una revisién diaria. Para cada cepa se realizaron 8 replicas.

5.1.2 In6culo-grano a partir de micelio crecido en medio sé6lido

Para obtener el inéculo grano se utilizé trigo perfectamente lavado, remojado a
temperatura ambiente durante 24 horas y drenado para eliminar el exceso de agua,
del cual se colocaron 150 g de trigo en bolsas de polipapel para su esterilizacién en
autoclave a 121°C y a una presion de 15 Ib durante 20 minutos. Después de ser
esterilizado y enfriado a temperatura ambiente, se inocularon con trozos de micelio,
en cantidades equivalentes para cada una de las cepas. Las bolsas inoculadas se

incubaron en una cdmara oscura a 28°C hasta la invasion total por el micelio.

5.1.3 Preparacion del sustrato

El sustrato que se empleo fue la paja de trigo, el cual se cort6 en trozos de 2-4 cm de
longitud aproximadamente, se sumergio en un recipiente con agua durante 24 horas
para hidratarla a una temperatura ambiente con su paso posterior de eliminar el
exceso de agua. A continuacion se empac6 en bolsas de 1 kg de polipapel, se

pasteurizé con vapor por 2 horas.
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5.1.4 Obtencion de cuerpos fructiferos

El sustrato estéril y frio fue inoculado en condiciones de esterilidad con el indculo-
grano (aproximadamente 5 g in6culo-grano/100g de sustrato hiimedo). Las bolsas

fueron comprimidos y sellados, en este caso se realizaron 10 replicas de cada cepa.

Las bolsas se incubaron a 28°C, al haber transcurrido 5 dias se perforaron para
permitir el intercambio gaseoso manteniéndose en incubacién hasta que el micelio
invadié todo el sustrato. En el tiempo de incubacién se llevaron a cabo observaciones
periddicas. Al evidenciarse la formaciéon de primordios, se quitaron las cubiertas de
plastico a los empaques que posteriormente se llevaron a una camara de fructificacién
con una humedad de 85-95% HR, una ventilaciéon de 0.5% de CO2, a una temperatura
de 15 a 30°C, y luz por 12 h/dia con el objetivo de inducir la formacién de los cuerpos
fructiferos. Al pasar una semana aproximadamente y antes de que ocurra del proceso

de esporulacidn, se cortaron los cuerpos fructiferos desde la base.

5.2.- Material bioldgico

En el Cuadro 3 se presentan las 8 cepas hibridas y 4 cepas parentales de hongos del

género Pleurotus spp. que se utilizaron en este estudio.

Cuadro 3. Cepas hibridas y parentales del género Pleurotus spp.

Parentales Hibrido Clave
POS PCM; x POS; PAPO
SEC PCM1 x UAP94 PAUA
PCM PCM1 x UAP9; PAUB
UAP9 SEC1 x PCM1 SAPA

SEC1 x POS1 SAPO
SEC1 x UAP9, SAUA
SEC1 x UAP9; SAUB
UAP9:1 x POS1 UAPO
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5.3. Obtencion de los extractos

Recién cosechados los cuerpos fructiferos de las cepas parentales e hibridas, se
cortaron y se deshidrataron a temperatura ambiente por 48 horas, una vez

deshidratados se molieron para la obtencion de los extractos hexanicos y metandlicos.

7. 3.1 Extracto crudo hexanico y metandlico

El hongo molido (100 g) se extrajo por 24 horas en un equipo Soxleth utilizando 150
mL de hexano. El extracto crudo hexanico se obtuvo retirando el exceso de disolvente
usando un rotavapor Biichi 461 Brinkmann. Ahora, la muestra desengrasada
contenida en el cartucho, se someti6 nuevamente a reflujo por 24 horas usando
metanol como disolvente. El extracto crudo metanoélico se obtuvo retirando a presion
reducida el exceso de disolvente. Los extractos crudos se conservaron en refrigeracion
hasta antes de realizar el bioensayo y la obtencién de fracciones por cromatografia en

columna.

5.4 Obtencion de fracciones a partir del extracto metandlico

5.4.1 Cromatografia en columna (cc) y capa fina (cf)

El extracto metanolico se pasé por una cromatografia en columna para la obtencion de
fracciones metabdlicas. La cromatografia en columna se desarrolld teniendo como
fase estacionaria: silica gel 60 (con una altura de 15 cm aproximadamente) y como
fase moévil un sistema binario diclorometano-metanol a diferentes proporciones
(desde 100:00 hasta 50:50). Se realizaron de manera independiente, cromatografias
en columna colocando 1.5 g de extracto metanolico de las cepas parentales POS y PCM
y de la cepa hibrida PCM1xPOS1 (PAPO). El volumenb de elusion fue de 300 mL para
colectar muestras de 10 mL. Se realizaron cromatografias en capa fina (utilizando
placas cromatograficas de silica gel 60 Fzs4) y las fracciones que presentaron Rf

similares, se juntaron, etiquetaron y una vez evaporado el disolvente se pesaron. Las
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fracciones metandlicas obtenidas con las proporciones diclorometano-metanol de
50:50, 60:40, 70:30 y 80:20 fueron las mas abundantes y por lo tanto, con ellas se

determiné la CML.

5.5 Bioensayo

5.5.1 Microorganismos

Para la determinaciéon de la actividad antibacteriana y de la CMI se utilizaron cepas
bacterianas Gram positivas: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ATCC 12398,
denominada S. aureus1 y un aislamiento clinico, denominado S. aureus2 y bacterias
Gram negativas: Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Shigella dysenteriae INDRE
B2188, Klebsiella rhinoescleromatis, Yersinia enterocolitica y K. pneumoniae ATCC
13884. Las bacterias en la que no se indic6 nimero de coleccién fueron donadas por el
laboratorio de Microbiologia de las FES-Cuautitlan, UNAM. Todas las cepas
bacterianas y fungicas trabajadas se encuentran depositadas en el Laboratorio de

Cultivos Celulares de la UPIBI, IPN.

5. 5.2 Determinacion de halos de inhibicién

5.5.2.1 Preparacion de medio de cultivo

Para esta evaluacion se utiliz6 Agar nutritivo (AN) y Agar Muller-Hilton (MH), los
cuales se esterilizaron en autoclave a 121°C y a una presion de 15 Ib durante 20

minutos. Los medios de cultivo se colocaron en cajas Petri (9 cm de diametro) en

condiciones de esterilidad, al solidificarse se incubaron a 28°C durante 72 horas.
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5.5.2.2 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se evalu6 con el Método de difusion en agar en disco
Kirby-Bauer. Como primer paso se inocularon con una suspension celular cuya
turbidez se igual6 con la del tubo 0.5 de la escala de turbidez de McFarland

(equivalente a una concentracion de 1.5x108 UFC/ml) las cajas Petri con medio MH.

Una vez inoculadas las cajas, se colocaron sensidiscos (6mm de didmetro y estériles)
impregnados con 20 pL de cada uno de los extractos de los hongos. Utilizando como
control positivo un sensidisco con 15 pg de cloranfenicol y como control negativo sélo
con los solventes utilizados. Se incubaron las cajas a 35°C alrededor de 18 h. El
didmetro de los halos de inhibicién se medio en milimetros incluyendo el diametro del

disco.

Cada prueba se realiz6 por triplicado y los datos fueron analizados con ANOVA de uno
y dos factores para detectar diferencias entre los halos obtenidos por los extractos de
las cepas hibridas de Pleurotus, asi como, entre el efecto inhibitorio provocado en las
bacterias utilizadas. Para identificar diferencias estadisticas entre extractos hexanicos

y/o bacterias se utilizé la prueba, a posteriori, de comparaciéon de medias de Duncan.

5.6 Concentracion Minima Inhibitoria

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) se prepararon ocho
concentraciones 0.75, 1.5, 3.0, 5.0, 7.0, 8.0, 10.0, 12.0 mg/mL del extracto crudo
metandlico de las cepas POS, PCM y PAPO, y se prepararon concentraciones de
0.25, 0.5, 1.0, 1.65, 2.3, 2.65, 3.3 y 4 mg/mL para las fracciones mas abundantes:
F28 de PCM; F4 de POS; F7, F9 y F15 de PAPO. Posteriormente, en los pozos de una
placa de ELISA se colocaron 50uL de cada una de estas soluciones y se les adicionaron
50 pL de caldo Muller Hinton llevando un in6culo bacteriano equivalente al tubo 0.5
de la escala de McFarland (1.5x108 UFC/mL). Las placas se incubaron por 18-24 h'y

transcurrido este tiempo, se adicioné a cada pozo 50 pL de violeta de tetrazolio y las
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cajas se incubaron por 30 minutos mas. La presencia de crecimiento bacteriano se
observo por la formaciéon de un botén morado, en el fondo del microtubo. La CMI
correspondié a la concentracién de los pozos que no presentaron crecimiento

bacteriano.

5.7 Analisis Preliminar Fitoquimico de los extractos y fracciones metandlicas

En los extractos y fracciones de las cepas parentales PCM y POS, ademas de su
respectivo hibrido PAPO (PCM1xP0S1), se realizé el anadlisis preliminar fitoquimico
(Moore y Darlrymple, 1976; Pavia y Lampman, 1988; Avila y col. 2001; Valencia del
Toro y Garin, 2010), para determinar de manera cualitativa la presencia los siguientes

metabolitos secundarios.

5.7.1 Alcaloides

En un tubo de ensaye se colocaron 5 mL de extracto y se adicionaron 5 mL de acido
clorhidrico al 10%, el tubo se calenté a ebullicién por cinco minutos, se enfrié y filtro.
Después el filtrado se dividi6 en tres tubos de ensaye (2.5 mL apréximadamente), uno

de los cuales se utilizo como testigo.

Tubo 1. Se adicion6 una gota del reactivo Dragendorff, la prueba se considera positiva
si se forma un precipitado naranja.
Tubo 2. Se adicion6 una gota del reactivo Sonneschain, la prueba se considera positiva

si se forma un precipitado naranja.

5.7.2 Flavonoides

Se disolvieron en un tubo de ensaye 0.5 mL del extracto con 2mL de etanol absoluto y
el volumen final se dividié en tres tubos para realizar las siguientes pruebas. Uno de
ellos fue el testigo.

Reaccion de Shinoda.- Al adicionar 2 gotas de acido clorhidrico concentrado, se

observo si ocurria algiin cambio de coloracidn. Una coloracidn roja indicé presencia de
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auronas o chalconas. En caso de no haber cambio, se coloc6 un trozo de magnesio
metalico; una coloraciéon naranja a rojo, indic6 la presencia de flavonas; rojo
flavonoles y si fue magenta flavononas.

Reaccién de hidroxido de sodio al 10%.- A otro tubo se le adicionaron 3 gotas de
hidréxido de sodio al 10%. Una coloracion amarillo-rojo indicé la presencia de
santonas y flavonas; café a naranja de flavonoles; purpura a rojizo la presencia de

chalconas y azul presencia de antocianinas.

5.7.3 Glicosidos Cianogénicos

En un tubo de ensaye con 0.5 mL de extracto, se adicion6 1 mL de acido clorhidrico al
10% y 1 mL de cloroformo. Se calentd el tubo en bafio de Maria colocando en la boca
del tubo una tira de papel filtro impregnado con reactivo de Grignard. La formacién de

una mancha rosa a rojo indic6 prueba positiva.

5.7.4 Azucares Reductores

Se tomaron 2 mL del extracto, midiendo el pH y adicionando hidréxido de sodio al
10% (si es necesario) hasta tener un pH de 11. Se dividid el extracto en dos tubos de

ensaye para las siguientes pruebas:

Reaccidon de Fehling.- Se adicionaron 0.5 mL de solucion Fehling A y 0.5 mL de
solucion Fehling By 1 mL de agua destilada.

Reaccidon de Benedict.- Se adicionaron 0.5 mL de reactivo Benedict y 1 mL de agua
destilada.

Se preparo un blanco para cada tubo. Se colocaron los cuatro tubos en bafio de Maria
por 15 minutos. Cuando hubo azucares presentes en los tubos que contenian el

extracto se formo un precipitado de color naranja a rojo.
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5.7.5 Saponinas

Reaccidon de Rosenthaler.- Se concentr6 otra porcidn del extracto, adicionando dos
gotas del reactivo de Rosenthaler y se estratific6 con dos gotas de acido sulftrico
concentrado. Una coloracién violeta, se consider6 positiva para saponinas

triterpenoides.

5.7.6 Taninos

A un tubo de ensaye que contenia 1 mL del extracto se le adicionaron 2 mL de agua
destilada y 3 gotas de cloruro de sodio al 2%, se calentd a ebulliciéon por un minuto, se
enfrié y filtré. El filtrado se dividié en cuatro tubos de ensaye, el cuarto tubo se utiliz6

como testigo.

Reaccién con gelatina.- Al primer tubo se le adicionaron 2 gotas del reactivo de
gelatina. La prueba se considerd positiva si se form6 un precipitado blanco.

Reacciéon de cloruro férrico.- Al segundo tubo se le adicion6é una gota de cloruro
férrico al 1%, la formaciéon de coloraciones de azul a negro indicé la presencia de
derivados del acido galico y coloraciones verdes de derivados del catecol.

Reaccién de ferricianuro de potasio.- En dado caso de haber obtenido una prueba
negativa, al segundo tubo se le agreg6 una gota de ferricianuro de potasio al 1%. La

formacion de una coloracién azul, indic6 la presencia de compuestos fendlicos.

5.7.7 Quinonas

En una capsula de porcelana se colocaron 2 mL del extracto y se concentrd a

sequedad, posterior a ello se dividié el extracto siruposo en tres porciones, para

realizar las siguientes pruebas en una placa oradada.
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Reaccion de hidréxido de amonio.- Se adicion6 una gota de hidroxido de amonio
concentrado al extracto. Se consider6 positiva la prueba para antraquinonas si
aparecio de una coloracion roja que en los dos primeros minutos.

Reaccidn con acido sulftrico.- Se agregé 1 gota de acido sulftirico concentrado a otra
porcion del extracto. La formacién de una coloracién roja indicé la presencia de
antraquinonas.

Reaccidn de Borntraguer. Se diluy6 una porcién del extracto en un tubo de ensaye, con
3 mL de agua destilada, se filtr6 y al liquido filtrado, se le afiadieron 3 mL de hidréxido
de potasio al 5% y se calent6 a ebullicién por 3 minutos, una vez enfriando se realizé
una extraccion con 3 mL de cloroformo. Se eliminé la fase acuosa y a la fraccién
cloroférmica se le adicionaron 2mL de hidréxido de potasio al 5%. Un color rojo
indico6 la presencia de benzoquinonas; si fue amarillo verdoso, se le adicion6 1 gota de
peréxido de hidrégeno al 6%. Si la coloraciéon cambié a roja, se considerd positiva para

derivados de antrona.

5.7.8 Cumarinas

Reaccién de Erlich.- Se colocaron 0.5 mL de cada uno de los extractos en una placa
oradada de porcelana después de ser concentrados, se agregaron dos gotas de
Reactivo Erlich y una gota de acido clorhidrico concentrado. La coloracién naranja
indicé presencia de cumarinas.

Reaccidn con hidroxido de amonio.- Se concentr6 otra porcion del extracto y se le
adicionaron 0.5 mL de etanol y dos gotas de hidroxido de amonio concentrado en una
placa oradada. Se considera positiva la prueba para cumarianas si se present6 una

fluorescencia azul-violeta.

5.7.9 Glicosidos Cardiacos

Se transfirieron 2 mL del extracto a una capsula de porcelana y se concentro6 a la
tercera parte de su volumen original. Se dividi6 en tres porciones en una placa de

porcelana horadada.
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Reaccidn de Legal.- Se dejoé evaporar el disolvente y se adicionaron 2 6 3 gotas de
piridina, se agreg6 una gota de nitroprusiato de sodio al 5% y 4 gotas de hidréxido de
potasio. Una coloracion roja poco estable indic6 la presencia de glucdsidos cardiacos.

Reaccidon de Baljet.- Se adicionaron 3 gotas del reactivo Baljet. Una coloracion de

naranja a rojo obscuro indic6 presencia de glucésidos cardiacos.

5.7.10 Sesquiterpenlactonas

Reacciéon con hidroximato férrico.- Se agreg6 una porcién del extracto a una capsula
de porcelana, se le adicionaron dos gotas de clorhidrato de hidroxilamina 2 N y una
gota de hidréxido de potasio 2 N en metanol. Se calent6 la mezcla a ebullicién de 1 a 2
minutos, se enfrié y se llevo a pH de 1 con &cido clorhidrico 0.5 N. Se adicioné una gota
de cloruro férrico 1%. Las coloraciones roja, violeta o rosa indicaron que la prueba es

positiva para este metabolito.

57.11 Triterpenos y esteroles

La reaccion fue llevada a cabo en un placa cromatografica de silica gel 60 Fasa
asperjando el Reactivo de Lieberman Bouchard, el cual contiene 1 mL de anhidrido
acético, 1 mL de acido sulftarico (97%) y 10 mL de etanol absoluto, una vez que se
corrieron nuestras muestras de los extractos metandlicos con un sistema terciario

etanol:agua:acetato de etilo (4:2:4).

En la Figura 4 se muestra un diagrama de bloques de la metodologia seguida para el
desarrollo del proyecto, teniendo en primera fase el cultivo de hongos de Pleurotus spp.
(A), seguido de la obtencién de extractos hexdnicos y metandlicos y fracciones
metandlicas (B) y por ultimo, la realizacion de un bioensayo de las fracciones y extractos

metanolicas y a la vez un analisis preliminar fitoquimico de dichos extractos (C).
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Figura 4. Diagrama de bloques del desarrollo experimental
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Parametros de productividad
Los parametros de productividad tales como eficiencia bioldgica (%EB), rendimiento

(%R) y tasa de produccion (%TP) de las cepas de Pleurotus spp. cultivadas se

presentan en el Cuadro 4, los cuales fueron determinados en la primera cosecha de

hongos frescos.

Cuadro 4. Parametros de productividad de cepas de Pleurotus spp.

Parametros de productividad

CEPA %EB *+ ESM %R + ESM %TP + ESM

Parental
POS 72.89 £ 6.62 7.29 + 0.66 2.29+ 0.22
SEC 69.99 + 2.20 7.00 £0.22 2.33£0.09
UAPq 98.69 = 7.00 9.87 £0.70 3.48 + 0.34
PCM 61.99 + 7.36 6.20 £+ 0.74 1.94 +0.23

Hibrido
PAUA (PCM;x UAP9,) 58.67 + 3.58 5.87 £0.36 2.10+0.13
PAUB (PCM; x UAP9;) 97.72+10.65 9.77 £+1.07 3.20+£0.35
PAPO (PCM;x POS1) 76.90 £ 7.96 7.69 £ 0.80 3.66 £ 0.38
UAPO (UAP9:x P0OS1) 95.44+10.35 9.54+1.03 3.13+0.34
SAUA (SEC1xUAP91) 68.94 + 7.33 6.89 £0.73 2.46 +0.26
SAUB (SEC1x UAP9,) 60.06 +5.19 6.01 £0.52 1.77 £ 0.15
SAPA (SEC1x PCMi1) 64.89 + 10.77 6.49+1.08 2.60+0.43
SAPO (SEC1xPO0OS1) 52.60 £3.92 5.26 £ 0.39 1.72+£0.13

Nota: se presenta el promedio de 3 repeticiones #* el error estandar de la media (ESM)

6.1.1 Eficiencia bioldgica (%EB)

Con los datos de %EB se elaboro la Figura 5, donde se muestra que este parametro de
productividad oscila entre un 52.6 a 98.7 %. El ANOVA aplicado indic6 la presencia de
diferencias significativas (F(i2,119) = 4.94, p=0.0001) y la prueba post hoc de Duncan
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formo tres grupos. En el grupo “c” se encuentran las cepas PAUB, UAPO, UAP9 que
presentaron mayor %EB (95.44-98.69%); en el grupo “b” se ubican las cepas PAPO y
SAUA de %EB intermedio (68.94-76.90%) y finalmente el grupo “a” con las cepas SEC,
PCM, PAUA, SAUB y SAPO que tuvieron los valores de %EB mas bajos (52.60-69.99%).

Los datos muestran que la cepa parental UAP9 presentd la mayor %EB (98.7%) asi
como las cepas hibridas PAUB (PCM1 x UAP92) con el 97.72% y UAPO (UAP91 x POS1)
con el 95.44%, cepas generadas a partir de la cepa parental UAPO.

Valencia del Toro y col. (2011 en prensa) reportaron para cepas parentales (POS, SEC,
PCM y UAP9) e hibridas (SAUA, SAUB, PAPO Y UBPO) de Pleurotus spp. valores de
eficiencia bioldgica con un intervalo de 30 a 51% en la primera cosecha. Por otro lado,
Romero (2010) reporté diferentes %EB dependiendo del sustrato que utilizé (hoja de
platano, pajilla de frijol, paja de cebada y rastrojo de maiz); usando paja de trigo P.
ostreatus presentd 129 %EB para las primeras tres cosechas. En otro estudio,
Salmones y col. (2004) usando como sustrato la paja de cebada inoculada con
“semilla” de sorgo, encontraron que entre la 3ra y 5ta cosecha, el %EB de las cepas
hibridas (73.6 a 114.4%) de P. djamor (Fr.) Boedijn superaron el %EB de las cepas
parentales (53.6 a 86.4%).

Ya ha sido sefialado que los parametros de productividad dependen de las
caracteristicas del sustrato que se utiliza y de las circunstancias en el que el proceso
de crecimiento se lleva a cabo (Melo de Carvalho y col.,, 2010), esto puede explicar las
diferencias en el %EB que se presentaron con el trabajo de Romero (2010). Por otro
lado, los resultados de %EB obtenidos en este estudio con cepas parentales e hibridas
se encuentran entre los datos promedio que reportan Salmones y col. (2004), quienes

trabajaron con cepas parentales e hibridas de P. djamor.
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Figura 5. Promedio de %Eficiencia biologica de las cepas parentales e hibridas de Pleurotus spp., letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas (Duncan, p<0.05), n=3.
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6.1.2 Rendimiento (%R)

Para el parametro de productividad definido como porcentaje de rendimiento (%R),
se toma en cuenta la producciéon de hongos frescos con respecto a la cantidad de
sustrato humedo utilizado. Los valores para este parametro obtenidos por las cepas
parentales e hibridas de Pleurotus spp. se encuentran entre 5.26 - 9.87%. El ANOVA de
una via aplicada a los valores de rendimiento indicé que se presentaron diferencias
estadisticas significativas (F(12,119) = 4.94, p=0.0001) y la prueba de Duncan formo tres
grupos. El grupo “c” que mostré los rendimientos mas altos esta conformado por la
cepa parental UAP9 (9.87 %) y las cepas hibridas PAUB (PCM: x UAP9;) y UAPO
(UAP9: x POS1) con valores de 9.77 % y 9.54 % respectivamente (Figura 6). Estos

datos son consistentes con reportes previos en el laboratorio, donde se indic6 un %R

de 6 - 11.8% para las mismas cepas parentales e hibridas (Cruz, 2009).

6.1.3 Tasa de produccion (%TP)

La tasa de produccion es la relacion del %EB entre el ciclo de produccidn, donde el
ciclo de produccion se refiere al nimero de dias transcurridos desde la inoculacién del
sustrato hasta obtencion del total de la primera cosecha de cuerpos fructiferos. Este
parametro de productividad considera el tiempo que las cepas tardan en fructificar,
(va que cada cepa tiene su propio ciclo de crecimiento) por lo que es un paradmetro

importante para la caracterizacién de cepas productivas.

Con respecto a este parametro, tasa de produccion, el ANOVA de una via indico la
presencia de diferencias significativas (F(12,119) = 6.099, p=0.0001) y de acuerdo con la
prueba de rango multiple de Duncan, la cepa parental UAP9 (%TP = 3.48) y las cepas
hibridas PAPO (PCM1 x POS1) y PAUB (PCM1 x UAP92) con %TP de 3.66 y %TP de 3.20

o_n

respectivamente, formaron el grupo “c” con el valor mas alto de %TP (Figura 7).
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Figura 6. Promedio de %Rendimiento de las cepas parentales e hibridas de Pleurotus spp., letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas (Duncan, p<0.05), n=3.
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Figura 7. Promedio de % Tasa de Produccién de las cepas parentales e hibridas de Pleurotus spp., letras diferentes indican diferencias

estadisticas significativas (Duncan, p<0.05), n=3.
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En la literatura se han reportado valores de %TP para el género Pleurotus con
intervalos de 0.34 a 1.68 % cuando las cepas IE-11, IE-121, IE-145, IE-179 y IE-180
fueron cultivadas en paja de cebada y efectuandose de dos a cinco cosechas (Salmones
y col,, 1997). En otro estudio, el intervalo de %TP fue de 1.53 a 2.46 % cuando se uso
el mismo sustrato realizando 3 cosechas de cuerpos fructiferos de P. ostreatus y P.

pulonarius (Pérez y Mata, 2005).

En una investigacion previa sobre cultivo en paja de trigo, realizada en este
laboratorio con las misma cepas parentales e hibridas que hoy nos ocupan, se obtuvo

en la primera cosecha un %TP de 0.4 a 1.1 % (Cruz, 2009).

Los valores de %TP obtenidos en este trabajo superaron a los tres intervalos
reportados en la literatura. Debido que el parametro tasa de produccién considera el
tiempo que las cepas tardan en fructificar, es evidente que la cepa parental UAP9 y las
cepas hibridas PAPO (PCM; x POS1) y PAUB (PCM; x UAP9;), que presentaron valores
de %TP superiores a 3%, resulten valiosas para el cultivo comercial de Pleurotus spp.
dado su ciclo de produccidén corto. En la Figura 8 se muestran los cuerpos fructiferos
de las cepas de Pleurotus spp. mas representativas de acuerdo a sus parametros de
productividad. La cepa parental UAP9 y la cepa hibrida PAUB presentaron altos %EB y
%R; la cepa hibrida PAPO presenté un alto %TP y la cepa PCM es una de la cepa
progenitora de las dos cepas hibridas (PAUB y PAPO).
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Figura 8. Cuerpos fructiferos de la cepas parentales e hibridas de Plelurotus spp.
(a: PCM; b: SEC; c: PAUB (PCM1 x UAP9>); d: PAPO (PCM; x POS4).

6.2 Rendimientos de los extractos

Una vez concentrados los extractos hexanicos y metandlicos obtenidos de los cuerpos
fructiferos de las cepas hibridas y parentales de Pleurotus spp se les determind su
rendimiento, los valores obtenidos se muestran en el Cuadro 5. El rendimiento de los
extractos no polares (hexanicos) oscilé entre 0.85 - 2.95 % para todas las cepas. Con
respecto a los extractos polares (metandlicos) el rendimiento se encontré entre 16.09

- 32.80%.
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Cuadro 5. Rendimiento en porcentaje de los extractos hexanicos y metandlicos obtenidos de
la cepas de Pleurotus spp.

Extractos (%)

CEPA hexanicos metanolicos
Parentales
POS 1.31 18.84
SEC 1.13 16.09
UAP9 0.85 22.14
PCM 2.27 27.08
Hibridos
PAUA (PCM;1xUAP9,) 1.74 32.80
PAUB (PCM; x UAP9,) 2.13 17.78
PAPO (PCM;x P0OSy) 2.95 18.40
UAPO (UAP9;x P0OS1) 1.41 16.44
SAUA (SEC1x UAP91) 1.40 27.55
SAUB (SEC1x UAP9;) 1.34 19.80
SAPA (SEC1x PCM1) 1.40 20.25
SAPO (SECi1x P0OS1) 1.15 21.38

Iwalokun y col. (2007) reportaron que el rendimiento de los extractos de acetona y
éter obtenidos a partir de cuerpos fructiferos de P. ostreatus fue de 3.32 a 3.40 mg/g
de peso seco del hongo. Valencia del Toro y col. (2008) reportaron el rendimiento
para los extractos de cuatro cepas de Pleurotus djamor (IE200, I[E2001, ECS127R y
RP), indicando que en los extractos hexanicos fue de 0.98 - 1.65 % y para los
metanodlicos de 3.30 - 11.78 %. En otro estudio (2011 en prensa) estos autores,
cultivando cuatro cepas parentales (POS, SEC, PCM y UAP9) y cuatro hibridas (SAUA,
SAUB, PAPO y UBPO), obtuvieron un rendimiento de 0.5 - 2.0 % para los extractos

hexanicos y para los extractos metandlicos un rendimiento de 9.4 - 26.4 %.

El rendimiento de los extractos hexanicos y metandlicos obtenidos en esta
investigacion con las cepas parentales e hibridas en estudio, son superiores a los
reportados en la literatura. Las diferencias entre nuestros resultados con respecto a
los investigadores citados, se pueden explicar en términos de la cepa trabajada, el

disolvente utilizado asi como de los tiempos de extraccidn.
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6.3 Pruebas de sensibilidad

La prueba de sensibilidad antibacteriana se realiz6 sélo con los extractos metanoélicos
debido a que sus rendimientos fueron superiores a los extractos hexanicos. En el
Cuadro 6 se presentan los valores de los halos (mm) obtenidos por la inhibicion del
crecimiento de bacterias Gram (+) y Gram (-) generado por la aplicaciéon de los
extractos metandlicos de los cuerpos fructiferos de cepas parentales e hibridas de

Pleurotus spp.

El andlisis de los datos del Cuadro 6 se hace usando el criterio de clasificacion de las

bacterias con base a su resistencia microbiana como sigue: la bacteria sera Resistente
cuando el halo de inhibicién es < 12mm; la bacteria tendrd una Susceptibilidad
Intermedia cuando el halo de inhibiciéon es de 13 - 17mm; y cuando el halo de

inhibicion es = 18mm, la bacteria se designara como Susceptible (Prescott y Harley,

2002).

Los datos del Cuadro 6 muestran que las bacterias S. aureus 1, S. aureus 2, Y.
enterocolitica, E. agglomerans y S. disenterae presentaron resistencia frente al extracto
metanolico de la cepa parental POS teniendo un halo de inhibicion de 9mm, 10mm,
7mm, 10mm y 11mm respectivamente; B. subtilis presento susceptibilidad intermedia
(13mm). En cambio las bacterias K rhinoescleromatis y K. pneumoniae no

desarrollaron halos de inhibicion frente este extracto.

Todas las bacterias fueron resistentes al extracto crudo metdnolico de la cepas

parentales SEC y PCM pues sus halos de inhibicién fueron menores a 12 mm.

Por lo que respecta a la cepa hibrida de PAPO (PCM: x POS1) de Pleurotus spp.,
tenemos que todas las bacterias evaluadas, excepto K. pneumoniae, generaron una
susceptibilidad intermedia que oscilé de 13-15 mm para el extracto crudo metandlico

(Figura 9) y la bacteria Gram(-) Y. enterocolitica no tuvo actividad.
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Cuadro 6. Diametro promedio de los halos de inhibicién presentados por las bacterias al entrar en
contacto con los extractos metanolicos de las cepas de Pleurotus spp.

Extractos metandlicos

CEPAS Halos de inhibicion* (mm) + ESM
Gram positivas POS SEC PCM PAPO UAPO SAPO
PCM;1 x UAP91 x SEC1 x
POS1 POS POS1
B. subtilis 13.0£0.58 7.0+0.0 10.0+0.0 14.67+0.88 8.67+0.33 10.33+0.33
S. aureus 1 9.0£0.0 8.0£0.0 11.67+0.33 15.0£0.0 8.0£0.0 9.67+0.33
S. aureus 2 10.0x0.0 7.67+0.33 11.0£0.0 14.67+0.33 8.33+0.33 10.0%1.0

Gram negativas

E. agglomerans 10.0£0.0 7.67+0.33 10.67+0.33 12.67+0.33 8.0x0.0 9.33+0.67

S. disenterae 11.0x0.0 7.0x0.0 10+£0.58 12.67+x0.33 8.0%0.0 11.0£0.58
Y. enterocolitica 7.0£0.0 - 9.67+£0.33 - - 8.0£0.0
K - - 8.0£0.0 13.3+0.88 7.0£0.0 -
rhinoescleromatis

K. pneumoniae - - 11.33+0.33 11.0%0.0 8.0+0.0 -

*Promedio de tres repeticiones * el error estandar de la media (ESM). El simbolo (-) indica ausencia del
halo de inhibicion. El color indica la resistencia microbiana presentada por la bacteria: resistente
(verde), susceptibilidad intermedia (azul).
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Frente al extracto metandlico de las cepas hibridas UAPO (UAP91 x POS1) y SAPO

(SEC1 x P0OS4), tanto las bacterias Gram (+) como las Gram (-) fueron resistentes.

Para los extractos de las cepas hibridas PAUB (PCM1 x UAP9:), PAUA (PCM1 x UAP9,),
SAUA (SEC: x UAP9,), SAUB (SEC: x UAP92), SAPA (SEC: x PCM1) y la cepa parental
UAP9 las bacterias Gram (+) y Gram (-) no mostraron actividad (no se muestran

resultados).

Exto. Me-OH Exto. Me-OH
UAPO (UAP9: x POS1) PAPO (PCM1 x POS1)

Cloranfenicol
Control (+) = *

Exto. Me-OH Metanol
PAUA (PCM; x UAP91) Control ()

Figura 9. Prueba de sensibilidad. Halos de inhibicién (mm) de extractos metandlicos de cepas
hibridas PAPO (PCM; x POS1), PAUA (PCM; x UAP9:), UAPO (UAP9: x POS1) contra Shigella
disenterae.

De acuerdo con lo reportado por Valencia del Toro y col. (2011 en prensa), las dos
bacterias Gram (+) S. aureus 1y S. aureus 2, fueron sensibles al extracto metanolico de

la cepa parental SEC con halos de inhibicion de 37.3 y 21.6 mm respectivamente;
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comparado esto con nuestros resultados, podemos pensar que estos microorganismos
“disminuyeron su sensibilidad” a este extracto. Por otro lado, los autores también
reportaron que tanto las bacterias Gram (+) como Gram (-) fueron resistentes al
extracto metanolico de la cepa hibrida PAPO (PCM1 x POS1); mientras que en nuestros
resultados, la mayoria de las bacterias, a excepcion de K. pneumoniae, presentaron
susceptibilidad intermedia o sea, “incrementaron su sensibilidad” al extracto. En la
literatura, se menciona que la resistencia puede, en consecuencia originarse en
mutaciones al azar de genes localizados en los cromosomas o como consecuencia del
uso repetitivo de un determinado compuesto (Greca, 2000); por lo que se puede
mencionar que las bacterias estdn propensas a tener cambios y consigo alterar su

sensibilidad bacteriana.

En otro estudio se evidencié que otras cepas de S. aureus y B. subtilis (S. aureus
MB5393 y B. subtilis MB964) presentaron resistencia intermedia o fueron sensibles,
con halos de inhibicién iguales o mayores a 15mm cuando se aplicaron 25 pL/mL del

extracto metanolico (dilucion en placa) de Pleurotus eryngi (Suay y col, 2000).

En cambio, Iwalokun (2007) trabaj6 con 100 pL de los extractos de Pleurotus ostreatus
obtenidos con dos solventes (acetona y éter), de los cuales si tuvieron efecto contra la
bacteria Gram (-) K. pneumoniae presentandose un halo de inhibicién de 7.0 mm para
ambos extractos, tal es caso de los extractos de la cepa parental PCM y de los hibridos
UAPO (UAP9: x POS1) y PAPO (PCM1x POS1) utilizados en este trabajo. Pero Tambekar
(2006) reportd para esta misma bacteria un halo de inhibiciéon de 18 mm frente a un
extracto metanolico de Pleurotus sajor caju. Es importante mencionar que cada cepa
fangica presenta diferentes compuestos que los hacen ser mas efectivos. Asi mismo,
las inconsistencias entre los datos de la literatura con los nuestros, pueden deberse a
diferencias en los métodos de evaluacion (microdilucion, disco), el tipo y cantidad de
extracto, de la cepa bacteriana en estudio (aislamiento, cepa de referncia), asi como de
las condiciones en las que se realiza el cultivo. En el estudio realizado por Bermudez y

col. (2002) se encontr6 una variacion en el contenido de ergosterol (provitamina D2)
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en Pleurotus ostreatus var. florida dependiente del tiempo de exposicion a la luz

durante la fase de fructificacion el cultivo.

Los halos de inhibicién (mm) que presentaron las bacterias al estar en contacto con
los extractos metandlicos de las diferentes cepas flngicas, se analizaron con un
ANOVA de dos factores (Bacteria x Extracto), Este estadistico indicé la presencia de
diferencias estadisticas significativas para el factor bacteria (F7,35) = 26.5, p=0.0001);
y la prueba a posteriori de Duncan mostro la formacién de 3 grupos (a, b y c). Como se
aprecia en la Figura 10, el grupo “c” estd conformado por B. subtilis, S. aureus 1y S.
aureus 2, microorganismos que presentaron susceptibilidad intermedia; el grupo “b”
esta constituido por E. agglomerans, S. disenterae, K. rhinoescleromatis y K.

pneumoniae. La bacteria Gram (-) Y. enterocolitica conforma el grupo “a” presentando

resistencia ante los extractos metanolicos de las cepas hibridas de Pleurotus spp.

Con respecto al factor extracto metandlico de la cepa fungica (factor hongo),
también la ANOVA de un factor arrojé diferencias significativas (F35 = 171.9,
p=0.0001), y la prueba de Duncan formé 3 grupos (Figura 11), quedando en el grupo
“a” la cepa parental SEC y la cepa hibrida UAPO (UAP9: x POS1); el grupo “b” lo
integran 2 cepas parentales PCM y POS y una hibrida SAPO (SEC: x POS1); mientras
que el grupo “c” lo constituy6 la cepa hibrida PAPO (PCM: x POS1) que genero6

susceptibilidad intermedia en la mayoria de las bacterias evaluadas.

Es importante resaltar que el hibrido PAPO superd los halos de inhibicion, obtenidos
en la mayoria de las bacterias estudiadas, con respecto a los halos de inhibicion
obtenidos con las cepas parentales PCM y POS que le dieron origen. Lo anterior,
permite sugerir que la actividad antibacteriana se conservo y/o se incrementd en en

esta cepa hibrida de Pleurotus spp.
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Figura 10. Formaci6n de grupos de acuerdo a la prueba de rango multiple de Duncan. Diametro de los halos de inhibicién (mm)
analizando el factor bacteria.

Nota. Bs: Bacillus subtilis; Sal: Staphylococcus aureus 1; Sa2: Staphylococcus aureus 2; Eg: Enterobacter agglomerans; Sd: Shigella disenterae; Ye: Yersenia enterocolitica; Kr: Klebsiella
rhinoescleromatis; Kp: Klebsiella pneumoniae.
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Figura 11. Formacion de grupos de acuerdo a la prueba de rango multiple de Duncan. Diametro de los halos de inhibicién (mm)
analizando el factor extracto metanolico de Pleurotus spp.
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6.4 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
6.4.1 Extractos metanodlicos

El Cuadro 7 muestra que la concentracién minina inhibitoria obtenida s6lo con los
extractos metanolicos de las dos cepas parentales PCM y POS y su respectivo hibrido
PAPO (PCM; x POS1). Los datos muestran que con los tres extractos metandlicos la
CMI fue mayor del2 mg/mL tanto para las cepas bacterianas Gram (+) como para las
Gram (-). Considerando que la CMI mide la capacidad del agente antimicrobiano para
inhibir la multiplicacién de un microorganismo (Bailey y col., 1991), la concentracion
de extracto metanodlico necesaria para inhibir el crecimiento de las bacterias en

estudio, debe ser superior a los 12mg/mL.

Cuadro 7. Resultados de la CMI de extractos metandlicos de Pleurotus spp.

Extractos metandlicos

Bacterias PCM POS PAPO
(PCM1XPOS1)

Gram positivas

Bacillus subtilis >12 >12 >12
Staphylococcus aureus 1 >12 >12 >12
Staphylococcus aureus 2 >12 >12 >12
Gram negativas

Enterobacter agglomerans >12 >12 >12
Shigella disenterae >12 >12 >12
Yersinia enterocolitica >12 >12 >12
Klebsiella rhinoescleromatis >12 >12 >12
Klebsiella pneumoniae >12 >12 >12

6.4.2 Fracciones metandlicas

La CMI de las fracciones obtenidas por cromatografia en columna de los extractos
metanolicos de las dos cepas parentales POS y PCM y de la cepa hibrida PAPO
(PCM1XPOS1) aparecen en el Cuadro 8. Los datos muestran que la F28 del extracto
metanolico de la cepa parental PCM (obtenida en la proporcién de 50:50
diclorometano:metanol), impidié el crecimiento de casi todas las bacterias con las

concentraciones mas bajas, de tal manera que su CMI se encuentra en un intervalo de
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1.75 - 3.3 mg/mL; la bacteria Gram negativa Yersinia enterocolitica present6 una

CMI>4 mg/mL con esta fraccion. Las CMI de las tres fracciones (F7, F9, F5) de la cepa

hibrida PAPAO fueron las mas altas del estudio (CMI>4 mg/mL). Con respecto a los

microorganismos, los resultados también hacen evidente que las cepas de

Staphylococcus aureus fueron sensibles a cuatro fracciones (PCMF28, F3, F9 y POSF4)

donde su crecimiento se inhibi6 con los valores mas bajos de CMI (1.75-3.3 mg/mL).

Cuadro 8. Resultados de la MIC de fracciones obtenidas de los extractos metanodlicos de
Pleurotus spp.

Fracciones metanolicas

Bacterias PCM POS PAPO
(Parental) (Parental (Hibrido)
F28 F3 F9 F4 F7 F9 F15
Gram positivas
Bacillus subtilis 3.3 >4 >4 >4 >4 >4 >4
Staphylococcus aureus 1 2.3 3.3 2.65 2.65 >4 >4 >4
Staphylococcus aureus 2 1.75 3.3 2.3 3.3 >4 >4 >4
Gram negativas
Enterobacter agglomerans 3.3 >4 >4 2.65 >4 >4 >4
Shigella disenterae 3.3 >4 >4 >4 >4 >4 >4
Yersinia enterocolitica >4 >4 >4 >4 ND ND ND
Klebsiella rhinoescleromatis 2.65 >4 >4 >4 >4 >4 >4
Klebsiella pneumoniae 1.75 >4 >4 >4 >4 >4 >4

Nota: PCM= F28 (50:50), F3 y F9 (60:40); POS= F4 (60:40); PAPO= F7 (80:20), F9 y F15 (50:50);

ND: no determinado

En la Figura 12 se presenta una placa que muestra la presencia de un botén color

morado, s6lo en los pozos donde las concentraciones de extracto aplicadas

permitieron el crecimiento microbiano. Esta caja hace evidente que la bacteria

Klebsiella pneumoniae presento un valor de CMI=1.75mg/mL.
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[mg/mt]  Kr | Kp | Sal : Sa2 =

Nota: Kr: Klebsiella rhinoescleromatis; Kp: Klebsiella pneumoniae, Sal: Staphylococcus aureus 1; Sa2:
Stapbhvlococcus aureus 2

Figura 12. Resultados de la CMI al aplicar de 0.25 - 4mg/mL de las fracciones obtenidas por
cromatografia en columna.

Aunque la informacién sobre la actividad antibacteriana con extractos es muy escasa
o poco disponible en la literatura; se tiene que Gbolagade y col. (2007) determinaron
la CMI de extractos metandlicos purificados de cuerpos fructiferos de dos
basidiomicetos, P. florida, reportando una CMI= 6mg/mL para S. aureus y una
CMI=7.75 émg/mL para Klebsiella pneumoniae; mientras que con los extractos de P.

tuber regium se obtuvo una CMI= 6.25mg/mL para K. pneumoniae.

Por otro lado, Oyelade y Fagade (2009) cuantificaron la CMI de los extractos
etanodlicos de cuerpos fructiferos de Pleurotus florida, encontrando una CMI=
1000mg/mL para la bacteria Gram (-) K pneumoniae, en cambio para la bacteria

Gram (+)S. aureus se obtuvo una CMIde 750mg/mL.

En otro estudio, Valencia del Toro (2011 en prensa) report6é una CMI > 12 mg/mL en
la mayoria de los extractos metandlicos de tres cepas parentales: SEC, POS, PCM, y tres
cepas hibridas: SAUA, SAUB, PAPO para Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus 1,
Staphylococcus aureus 2, Shigella disenterae, Enterobacter agglomerans, Yersinia
enterocolitica, Klebsiella rhinoescleromatis y Klebsiella pneumoniae. Excepto en los

52



extractos de la cepa parental PCM y la cepa hibrida PAPO que presentaron una

CMI=0.75mg/mL para la bacteria Staphylococcus aureus 1.

Aunque la mayoria de los valores de CMI de las fracciones metandlicas de las cepas
parentales POS, PCM y el hibrido PAPO son altos (>4mg/mL) se encuentran
ligeramente por debajo de los resultados de la CMI reportados por Gbolagade y col.
(2007) y muy alejados de lo mencionado por Fagade y Oyelade (2009). Esto puede
deberse a que en nuestras fracciones metanolicas se tienen compuestos “mas
puros” que hacen posible el efecto antibacteriano a bajas concentraciones. Ademas, es
importante mencionar que las condiciones de cultivo, las cepas bacterianas y el
basidiomiceto utilizado influyen en dicho efecto. Siendo asi, que la dosis necesaria de
las fracciones metanolicas para inhibir el crecimiento de las bacterias en estudio es

menor a la dosis necesaria para los extractos metanolicos.

Las CMI de las fracciones metanodlicas de la cepa hibrida PAPO fueron altas para
inhibir el crecimiento de bacterias Gram (+) y Gram (-) estudiadas en comparacién de
sus dos progenitores (PCM y POS), esto puede deberse a que para poder potenciar la
actividad antibacteriana es necesario el sinergismo de los compuestos responsables
de dicha actividad. Montes-Belmont (2009) menciona que los metabolitos secundarios
generalmente estan presentes como mezclas de compuestos y los parasitos y
patégenos pueden ser afectados diferencialmente por los compuestos individuales o

por las mezclas en determinadas concentraciones y proporciones.

Al hacer un andlisis sobre la actividad antibacteriana, es importante la caracterizaciéon
de la cepa hibrida nombrada PAPO (PCM1XPOS1), debido a que esta cepa present6 un
alto %TP, siendo asi que su tiempo de fructificacion es corto y esta es una
caracteristica importante para el uso comercial de la misma. Aunque no tiene un alto
porcentaje de rendimiento en la obtencidon de extracto metanolico en comparacion
con las otras cepas fungicas trabajadas, se presenta una susceptibilidad intermedia
frente a las 8 bacterias en estudio alcanzando halos de inhibiciéon hasta 15mm. Por
otro lado, es importante hacer mencién que las fracciones obtenidas de la cepa

parental PCM, siendo una de las progenitoras de la cepa hibrida PAPO y ademas de ser
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una cepa nativa, presentd las CMI mas bajas, permitiéndonos deducir que las cepas
hibridas conservan o presentan un mejoramiento genético con respecto a sus cepas

que les dieron origen.

La informaciéon microbiolégica obtenida con los extractos metandlicos de las cepas
fingicas en estudio, debe ser complementada con el preliminar fitoquimico practicado
a los extractos metandlicos de las cepas que presentaron la mayor actividad
antibacteriana, para asi poder inferir qué metabolitos secundarios pueden ser

responsables de tal actividad bioldgica.
6.5Analisis preliminar fitoquimico

En el Cuadro 9 se presentan los resultados obtenidos una vez realizado el analisis
fitoquimico preliminar de los extractos metanodlicos a partir de cepas de Pleurotus spp.
El andlisis fitoquimico revelé la presencia de azucares reductores, glicdsidos
cardiacos, sesquiterpenlactonas, esteroles y triterpenos.

Cuadro 9. Analisis preliminar fitoquimico de extractos metandlicos de las cepas de Pleurotus
spp. que presentaron halos de inhibicién.

Extractos metandlicos

Compuesto PCM POS PAPO
(PCM1XP0OS1)
Alcaloides - - -
Azucares reductores + + +
Cumarinas - - -
Glicosidos cardiacos + + +
Glicésidos cianogénicos - - -
Flavonoides - - -
Quinonas - - -
Saponinas - - -
Sesquiterpenlactonas + + +
Taninos - - -
Esteroles y terpenoides + + +

Nota: El simbolo (+) indica la presencia del compuesto, el simbolo (-) indica ausencia del compuesto

En la Figura 13 se muestran los resultados de las pruebas cualitativas practicadas a
los extractos metandlicos de las cepas parentales PCM y POS y de la cepa hibrida PAPO

(PCM1 x POS1), para la identificacion de azucares reductores, dando prueba positiva a
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la reaccion de Fehling y de Benedict por la presencia de precipitados en la muestras

analizadas.

Figura 13. Pruebas para la presencia de azucares reductores, A: Reaccidn de Benedict y B:
reaccion de Fehling. Extracto metanoélico PCM (a); extracto metanoélico POS (b); extracto
metandlico PAPO (c); control negativo (d).

En la reaccion con hidroximato férrico, se present6 un color rosa-purpura indicando

prueba positiva para las sesquiterpenlactonas (Figura 14).

Figura 14. Prueba de la reaccion con hidroximato férrico. Control negativo (a); extracto
metandlico PCM (b); extracto metanolico POS (c); extracto metanolico PAPO (d).

Respecto al andlisis de los glicdsidos cardiacos, las pruebas realizadas indicaron la

presencia de estos compuestos mediante una coloracién roja (poco estable) en la
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reaccion de Legal y una coloracion naranja oscuro con el reactivo de Baljet (Figura 15)

para los tres extractos fingicos analizados.

R. Legal

R. Baljet

2 A B

Figura 15. Resultados de la identificacion de glicésidos cardiacos: control negativo (a);
extracto metandlico PAPO (b); extracto metandlico PCM (c); d: extracto metanoélico POS (d)

Se realiz6 una cromatografia en capa fina con los extractos metanoélicos obtenidos y se
aplic6 el reactivo de Liebermann-Burchad, para la deteccion de esteroles y
triterpenos, esta prueba permitié determinar la presencia de estos compuestos en los
tres extractos (PCM, POS y PAPO), lo que se evidencié en la aparicion de ciertas

manchas de color café con diferente Rf para cada uno de los extractos (Figura 16).

Reaccion de Liebermann-Burchad

e

Figura 16. Revelado de placa cromatografica para la deteccién de esteroles y triterpenos:
control negativo: s6lo contiene el reactivo(a); extracto metanélico PCM (b); extracto
metandlico POS (c); extracto metandlico PAPO (d).
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Dado que el extracto metandlico de la cepa hibrida PAPO (PCM; x POS1) ocasioné
una susceptibilidad intermedia en la mayoria de las cepas bacterianas, el extracto
metandlico de las cepas parentales y su hibrido se analizaron por cromatografia en
columna, y las fracciones mayoritarias (PCM: F3, F9 y F28; POS: F4 y PAPO: F7, F9 y
F15), se usaron para determinar su CMI. Muestras de estas fracciones también se
corrieron en cromatografia en capa fina revelandose con el reactivo de Liebermann-
Burchad para la deteccion de esteroles y triterpenos. En la Figura 17 sélo se
muestran los resultados que evidencian la presencia de dichos compuestos (mancha

color café) de la fraccién F28 de la cepa parental PCM que presentd las CMI bajas.

Reaccion de Liebermann-Burchad

Figura 17. Revelado de placa cromatografica para la deteccion de esteroles y triterpenos de la
F28 de la cepa parental PCM. Control negativo (a); fraccién metandlica F28 de PCM (b).

Sélo se determind la presencia de esteroles y triperpenos, debido que en la literatura
se reporta que el metabolismo secundario de los basidiomicetos es rico en
terpenoides, especialmente sesquiterpenoides, muchos de los cuales poseen
estructuras que hasta ahora so6lo han sido detectadas en esta clase de
microorganismos, mientras que otras estan estrechamente vinculadas a los
metabolitos de plantas; ademas, estos metabolitos presentan actividad antibiética y
citotoxica (Brizuela y col. 1998). Ahora bien, Rivera (1998) hizo mencién que el
ergosterol (tipo de esterol) es el principal constituyente de los hongos superiores. Sin
embargo, es necesario realizar un preliminar fitoquimico de las fracciones

metanodlicas para evidenciar otros metabolitos presentes.
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En el estudio realizado por Ijeh y col. (2009) se evidencié a través del analisis
fitoquimico practicado a los cuerpos fructiferos de Pleurotus tuber regium, que este
hongo es rico en alcaloides, saponinas, flavonoides y oligosacaridos. Los alcaloides y
saponinas los cuales pueden ser toxicos en altas dosis, fueron encontrados en dosis
no-téxicas. De acuerdo con el estudio de Chidinma y col. (2008), esta especie es
altamente rica en fitatos y moderadamente rica en alcaloides, flavonoides (auronas,

chalconas, flavonas, flavonoles y leucoantocianinas) y taninos.

En cepas de P. ostreatus var. florida se ha cuantificado mediante cromatografia de
gases el contenido de micosteroles, especificamente ergosterol y el peréxido de
ergosterol en el extracto cloroformo-metanol de la biomasa fingica (Bermudez y col.,

2002).

El anadlisis fitoquimico de los extractos de éter de petréleo y acetona a partir de P.
ostreatus, realizado en el estudio por Iwalokun y col. (2007) detecté bajos o
moderados niveles de terpenoides, taninos, glicésidos esteroidales y
carbohidratos. Mientras que el andlisis fitoquimico del micelio de tres cepas de
Pleurotus, P. sajor-caju, P. florida y P. aureovillosus se evidencié también la presencia
de terpenoides, taninos, glicésidos esteroidales y carbohidratos; los autores
también cuantificaron el contenido total de flavonoides y compuestos fenoélicos totales
(Jagadish y col., 2008). Otro estudio con cepas parentales e hibridas de Pleurotus spp.,
Valencia del Toro y col. (2011 en prensa) detectaron en el preliminar fitoquimico la

presencia de azucares, sesquiterpenlactonas y glicosidos cardiacos.

Como ya se indico, el analisis preliminar fitoquimico practicado a los extractos
metanolicos de las 2 cepas parentales POS y PCM y su respectivo hibrido PAPO (PCM¢
x POS1), detecté la presencia de cinco compuestos (azdicares reductores,
sesquiterpenlactonas, esteroles, triterpenos y glicésidos cardiacos) lo que nos
permite pensar que son los posibles responsables de la actividad antibacteriana de los

extractos y fracciones metandlicas de Pleurotus spp. En la literatura, se ha sefalado
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que tales metabolitos tienen actividad biolégica. Los terpenoides son metabolitos
responsables de la actividad antibacteriana en plantas, aunque no se han entendido
completamente sus mecanismos de accién, se involucran en la ruptura de la
membrana celular por sus compuestos lipofilicos (Cowan, 1999). En el caso de las
sesquiterpenlactonas son compuestos lacténicos de gran importancia por la variada
accion biolégica que han demostrado, entre ellas antitumorales, antimicrobianas
(Lock, 1994) y actividad citotoxica, la cual ha sido relacionada con el anillo lacténico
(Martinez, 2001). EI hinofilin, el pleurotelol y el acido pleurotélico son compuestos
aislados de fermentaciones de Pleurotellus hypnophilus. Mientras que el pleurotelol y
el acido pleurotélico pertenecen al grupo de los sesquiterpenoides, el hinofilin es un
nuevo miembro de la familia de los hirsutanos a la cual pertenecen un gran nimero de
los tipicos metabolitos presentes en basidiomicetos. Estos tres antibiéticos poseen

alta actividad antimicrobiana y citotéxica (Brizuela y col. 1998).

Por otra parte, caracteristicas antibacteriales similares se han observado en los
extractos de Peltostigma guatemalense, especie de la familia de las Rutaceas, debido a
que tuvieron actividad antibacteriana frente a bacterias Gram (+) y Gram (-), logrando
identificar diversos metabolitos, en los que se encuentra un esterol (Lozano y Cuca,
2008). Como se menciond anteriormente, el compuesto esterol es un constituyente de

un hongo superior.

Sin embargo, para comprobar que los cincos metabolitos (azucares reductores,
sesquiterpenlactonas, esteroles, triterpenos y glicdsidos cardiacos) presenciados en
los extractos y fracciones metanolicas son los responsables de la activad biologica de
Pleurotus spp., sera necesario realizar un preliminar fitoquimico completo a las
fracciones metandlicas; separar, caracterizar e identificar los componentes presentes
tanto en los extractos como en las fracciones metandlicas, y por ultimo realizar el
bioensayo correspondiente ( prueba de susceptibilidad y método de microdilucién)
con la finalidad de conocer con exactitud los constituyentes con actividad
antibacteriana de Pleurotus spp. que en un futuro nos permitirdn la elaboracién de un

biofarmaco.
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Las especies de Pleurotus poseen un numero de propiedades con beneficios
medicinales, como inmunomodulatorias, antioxidantes, antiinflamatorias,
antitumorales, antihipertensivas, antihiperglucimiantes, hipocolesterolemiante y
actividades antivirales y antimicrobianas. Estas actividades se han reportado para
varios extractos y compuestos aislados, como polisacaridos, complejos proteina-
polisacarido, proteoglucanos, proteinas y DNA aislado del caldo fermentacién, del
micelio o del cuerpo fructifero. Sin embargo, los mecanismos bioquimicos de las

actividades terapéuticas siguen siendo en gran parte desconocidos.

Cabe destacar el de este estudio, en primera estancia fue posible determinar,
mediante el método de Kirby-Bauer difusiéon en agar, una cepa hibrida de Pleurotus
spp. con actividad antibacteriana sobre la mayoria de las bacterias trabajadas llamada
PAPO, la cual presenta una susceptibilidad intermedia logrando halos de inhibicién
hasta 15 mm y ademads un tiempo de fructificaciéon aceptable para su cultivo. Por otro
lado, se determinaron bajas CMI en una fraccién metandlica de la cepa parental PCM,
la cual es una de las progenitoras de la cepa hibrida PAPO. Con ello nos permite
demostrar que si existe actividad antibacteriana, tanto en los extractos como en las
fracciones metanolicas de las cepas parentales e hibridas de Pleurotus spp. De acuerdo
al preliminar fitoquimico realizado, se deduce que los metabolitos secundarios:
azdicares reductores, sesquiterpenlactonas, glicésidos cardiacos, esteroles y
triterpenos presentes en los extractos, y por lo menos estos dos ultimos compuestos,
en las fracciones metanodlicas son los posibles agentes antimicrobianos de estos
basidiomicetos. Lo anterior, permite sugerir que la activad biologica que poseen las
cepas hibridas de Pleurotus spp., no solo se conserva sino que también se incrementa
en alguna de ellas, esto hace que las cepas tengan un gran potencial para el sector
comercial y farmacéutico. Una perspectiva al estudio, es la aislamiento e identificacion
de compuestos con actividad biologica de extractos o fracciones de Pleurotus spp. a

partir de micelio o del caldo de fermentacion en el cual fue crecido.
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7. CONCLUSIONES

Los valores mas altos del % EB y del %R se presentaron con las cepas hibridas

PAUB (PCM: x UAP92) y UAPO (UAP91x POS1) y la cepa parental UAP9,

La cepa parental UAP9 y las cepas hibridas PAPO (PCM1 x POS1) y PAUB (PCM1
x UAP9y), presentaron los valores mayores de tasa de produccion 3.48 %, 3.66
% y 3.20 % respectivamente, siendo un indicativo comercial de acuerdo a su

ciclo de produccién para su uso a escala industrial.

La cepa nativa UAP9 present6 altos valores de productividad (%EB, %R y

%TP), lo cual permite a la cepa ser adecuada para su uso comercial.

Los rendimientos de los extractos metandlicos fueron mayores que los
extractos hexanicos, a los cuales se les atribuye la actividad antibacteriana de

Pleurotus spp.

Las bacterias Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus 1y Staphylococcus aureus
2 presentaron susceptibilidad intermedia al estar en contacto con los extractos

metanolicos de las cepas hibridas y parentales de Pleurotus spp.

La bacteria Yersenia enterocolitica fue la bacteria mas resistente a los extractos

metandlicos de las cepas fungicas.

El extracto metandlico de la cepa hibrida PAPO (PCM; x POS1) present6 un
intervalo del didmetro del halo de inhibicion de 11 a 15 mm, superando
ligeramente los didmetros con respecto de sus parentales, debido a que estos
presentan de 7 a 13 mm para la cepa POS y de 9.67 a 11.67mm para la cepa
PCM,

El comportamiento de las cepas hibridas nos permitié evidenciar que tienen un
mejoramiento genético con respecto a sus parentales, evidenciandose en los
altos valores obtenidos de los parametros de productividad y la prueba de

susceptibilidad.
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Los extractos de las cepas hibridas PAUB (PCM: x UAP92), PAUA (PCM; x
UAP9,), SAUA (SEC; x UAP9,), SAUB (SEC: x UAP9;), SAPA (SEC; x PCM1) y la
cepa parental UAP9 no desarrollaron halos de inhibicion frente a las bacterias

en estudio

Los extractos metandlicos de las dos cepas parentales POS y PCM y su hibrido
respectivo PAPO, inhiben el crecimiento de bacterias Gram (+) y Gram (-)

utilizando concentraciones mayores a 12mg/mL.

La fraccion F28 de la cepa parental PCM, evidencié tener actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram (+) y Gram (-), presentandose una CMI
de 1.75mg/mL contra Staphylococcus aureus 1 y Klebsiella pneumoniae.
Ademas, se puede proponer que los posibles responsables de este efecto son

los esteroles y triterpenos.

Las concentraciones de las fracciones F7, F9 y F15 de la cepa hibrida PAPO
deben ser superiores a 4mg/mL para inhibir el crecimiento de las bacterias

Gram (+) y Gram (-) trabajadas en este estudio.

Los extractos y las fracciones metanolicas poseen un efecto antibacteriano

contra la mayoria de las bacterias Gram (+) y Gram (-) estudiadas.

El analisis fitoquimico revel6 la presencia de azucares reductores, glucdsidos
cardiacos, sesquiterpenlactonas, esteroles y triterpenos en los extractos

metanolicos.
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8. PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

Elucidar la estructura quimica de los compuestos presentes en los extractos y
en las fracciones metanolicas de Pleurotus spp. responsables del efecto

antibacteriano.

Identificar y purificar el compuesto(s) con actividad antibacteriana a partir del
micelio, cuerpo fructifero o caldo de fermentacién del hongo, para la

elaboracién de diversos biofaArmacos con dicha actividad.

Realizar la prueba de susceptibilidad con otros microorganismos patogenos

que afecten a la poblacion.

Continuar con la recolecta de las fracciones metanolicas de las cepas parentales
e hibridas faltantes (SAPO y UAPO), ademas de determinar la concentracion

minima inhibitoria y la identificacion de las mismas.

Desarrollar una o nuevas lineas de investigacion, con la finalidad de estudiar
otras propiedades, como antioxidante, antitumoral, nutracéuticas, entre otras

del género Pleurotus spp.
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