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Evaluacion fitoquimica del cultivo
In vitro del hongo Laccaria lacca-
ta

RESUMEN: Laccaria laccata es un
hongo basidiomiceto que pertenece
al filo Basidiomycota, posee basidios
con basidiosporas (esporas sexua-
les). L. laccata es una seta comes-
tible que normalmente habita en los
bosques de la Sierra Norte y Valles
Centrales de Oaxaca y su produc-
cién es limitada en ciertas épocas
del ano. Pocos son los reportes so-
bre L. laccata sobre la presencia de
metabolitos de interés biotecnolégi-
co como ergosterol y acido oleico.
El objetivo de este trabajo fue iden-
tificar en cultivos de L. laccata la
presencia de lectinas y metabolitos
secundarios como alcaloides, flavo-
noides, saponinas, cumarinas, tani-
nos, quinonas, sesquiterpenlactonas
y glucosidos cardioténicos, utilizan-
do la prueba directa de hemaglutina-
cién y métodos colorimétricos.

Se identificé la presencia de lecti-
nas tanto en medio sélido como en
medio liquido, y metabolitos secun-
darios como alcaloides, flavonoides
como xantonas y flaconas, saponi-
nas y acido galico, en medio liquido.
Se determiné ausencia de cumari-
nas, quinonas, glucésidos cardioté-
nicos y sesquiterpenlactonas.
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ABSTRACT: Laccaria laccata is a basidiomycete fungus that
belongs to the Basidiomycota phylum, it has basidia with ba-
sidiospores (sexual spores). L. laccata is an edible mushroom
that normally lives in the forests of the Sierra Norte and Central
Valleys of Oaxaca and its production is limited at certain times
of the year. Few are the reports on L. laccata on the presence of
metabolites of biotechnological interest such as ergosterol and
oleic acid. The objective of this work was to identify in cultures
of L. laccata the presence of lectins and secondary metabolites
such as alkaloids, flavonoids, saponins, coumarins, tannins, qui-
nones, sesquiterpenlactones and cardiotonic glucosides, using
the direct hemagglutination test and colorimetric methods.

The presence of lectins was identified in both solid and liquid
media, and secondary metabolites such as alkaloids, flavonoids
such as xanthones and flaconas, saponins and gallic acid, in li-
quid medium. The absence of coumarins, quinones, cardiotonic
glycosides and sesquiterpenlactones was determined.

KEYWORDS: alkaloids, flavonoids, Laccaria laccata, lectin,
pileo, saponins, tannins.

INTRODUCCION

El reino fungi posee una amplia diversidad bioldgica y cuenta con
un aproximado de 15 millones de especies que se diferencian unas
de ofras por su ciclo de vida y morfologia variables [1]. Los hongos
son alimentos nutricionales y funcionales, asi como una importante
fuente de medicamentos fisioldgicamente beneficiosos, debido a
las rutas metabolicas que tienen.
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Metabolismo primario

Es el mecanismo en que un microorganismo realiza
reacciones metabdlicas necesarias para obtener mo-
leculas generalmente sencillas, que son esenciales
para el crecimiento y desarrollo de un individuo, son
casi idéenticos en todos los organismos, son mas bara-
tos y sencillos de producir, tienen bajo contenido de
“actividad biolégica” [2]. Por ejemplo las lectinas: que
son un grupo heterogéneo de proteinas o glucopro-
teinas de origen no inmune que se unen de manera
especifica y reversible a los carbohidratos de los gli-
coconjugados [3].

Metabolismo secundario

Incluye aquellos procesos metabdlicos que tienen lu-
gar después de terminado el crecimiento, a tfravés de
las vias biosintéticas especificas que no tienen funcion
estructural ni de reserva [4], en esta fase se producen
los metabolitos secundarios, los cuales son estructu-
ras quimicas unicas que poseen actividades biologicas
interesantes y por lo fanto, tienen el potencial de ser
valiosos recursos quimicos [5], por ejemplo: antibiofi-
cos, foxinas, alcaloides que participan de caminos me-
tabdlicos no-esenciales, pero confieren capacidades
de supervivencia en situaciones de estrés [2].

Relacion entre las dos fases: trofofase e idiofase

En el metabolismo secundario las fases de crecimiento
se denominan trofofase, fase de crecimiento logaritmi-
co donde normalmente no se producen los metaboli-
tos secundarios, e idiofase, la fase estacionaria donde
normalmente se producen los metabolitos secundarios.
Aungue es una simplificacion pensar sélo en dos fa-
ses, ésto nos permite comprender mejor la fermenta-
cion industrial de los metabolitos secundarios, como se
muestra en la Figura 1. Es decir, si nosotros queremos
producir un metabolito secundario primero debemos
asegurar las condiciones apropiadas durante la trofo-
fase para un buen crecimiento y después, debemos al-
terar esas condiciones en el momento adecuado para
asegurar una excelente produccion del metabolito se-
cundario.

a: Metabolismo primario o tropofase
b: Metabolismo secundario o idiofase

Biomasa

>

Tiempo

Figura 1. Esquema general del metabolismo fungico [6].
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Abundancia de hongos en México

En México existen alrededor de 200,000 especies de
hongos [7], sobre lo cual se ha estimado que mas de
300 especies de hongos silvestres son comestibles [8].

Capacidad bioactiva de los metabolitos

Los metabolitos pueden poseer diversas aplicaciones
en el campo de la medicina, dando asi al auge de su uso
en el tratamiento de numerosos padecimientos como
el cancer o diabetes debido a la capacidad bioactiva
que tienen, como se muestra en la Tabla 1[9, 10,11y 12].

Tabla 1. Capacidad bioactiva de los metabolitos.

Metabolitos Capacidad bioactiva
Lectinas Agente anticancerigeno
Alcaloides Agentes analgésicos
Flavonoides Agente antioxidante
Saponinas Actividad hemolitica
Taninos Agente antioxidante
Cumarinas Agente anticoagulante
Quinonas Agente antimicrobiano
Glucésidos cardioténicos | Efecto inotrépico positivo
Sesquiterpenlactonas Actividad citotdxica

METODOLOGIA

En la Figura 2, se muestra la metodologia empleada
para la evaluacion fitoquimica de metabolitos del cultivo
in vitro de Laccaria laccata.

Adquisicién de Laccaria laccata

v

Inoculaciéon en AEM (agar
extracto de malta)

v

Identificacién de lectinas por
hemaglutinacion en AEM

'

Inoculacion en CEM (caldo
extracto de malta)

v

Identificaciéon de lectinas por
hemaglutinacién en CEM

'

Identificacion de familias de
metabolitos secundarios por
métodos colorimétricos en CEM

Figura 2. Diagrama de flujo de la evaluacién fitoquimica en cul-
tivos in vitro de L. laccata.
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y 2018 se adquirid aproximadamente 1 kg de carpofo-
ros de Laccaria laccata en el mercado de la Central de
Abastos de la ciudad de Oaxaca.

Los hongos frescos se almacenaron de acuerdo al si-
guiendo procedimiento: se lavaron con agua destilada,
se dejaron escurrir por 30 minutos, se colocaron en
bolsas de papel; posteriormente los hongos se conge-
laron a una temperatura de -20°C hasta su uso.

Inoculacion en AEM (agar extracto de malta)

Se realiz6 el fraccionamiento del hongo L. laccata, ob-
teniendo tres secciones: lamina (lamela, himenio), pileo
(sombrero) y estipe o estipite (pie). De estas fraccio-
nes se ufilizaron aproximadamente 0.5 cm2 de cada
uno para inocular en cajas Petri con AEM.

Identificacién de lectinas por hemaglutinacion en
AEM

Se depositaron muestras de 1cm? de cada cultivo en tu-
bos Eppendorf en condiciones estériles y se diluyeron
en 200ul de Buffer Fosfato Salino (conocido también
por sus siglas en inglés, PBS, de phosphate buffered
saline), pH 7.2. Estas fracciones del hongo se centrifu-
garon a 3000 rpm por 5 minutos en una centrifuga mar-
ca SOL-BAT para utilizar la biomasa.

Para el ensayo de hemaglutinacion se utilizé la tecni-
ca de diluciones seriadas empleando una solucion de
eritrocitos humanos tipo O, al 3 % [13]. Para identificar
la actividad hemaglutinante se emplearon placas de mi-
crofitulacién de 96 pozos de fondo "U” (lavadas con
agua destilada y desinfectadas previamente con cloro),
de acuerdo al siguiente protocolo: en la primera fila se
aplicé un control del ensayo colocando solamente 50
ul de PBS pH 7.2 y 25ul de eritrocitos en cada pozo, en
la segunda fila se colocaron (en ese orden) 50 ul de
PBS a partir del pozo 1 hasta el pozo 12, enseguida se
depositd 50 ul de muestra problema al primer pozo y
se fue diluyendo en toda la fila de pozos, y desechando
los ultimos 50 pl del ultimo pozo. Finalmente se coloca-
ron 25 pl de eritrocitos al 3 % en cada pozo. La placa
se agitdé suavemente y se dejoé reposar por 45 minutos
a temperatura ambiente para su posterior lectura.

Inoculacion en CEM (caldo extracto de malta)
Se inoculd aproximadamente 1 cm2 de cada cultivo
(medio solido) en cada matraz Erlenmeyer con 30 ml
de cultivo de CEM. Estos se incubaron a 25°C con una
velocidad de agitacion de 60 rpm durante 17 dias.

Identificacion de lectinas por hemaglutinacion en CEM
Se tomaron muestras de 200ul en tubos Eppendorf en
condiciones estériles, las cuales se sometieron al mis-
mo proceso de centrifugacion para utilizar la biomasa y
el sobrenadante de los cultivos. Se colocaron 50ul de
muestra en cada pozo de la placa de microfitulacion,
repitiendo el procedimiento anterior de evaluacion de
actividad hemaglutinante.
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Identificacion de familias de metabolitos secunda-
rios por métodos colorimétricos

Se selecciono el cultivo con la fraccion pileo de L. lac-
cata para la identificacion de las familias de metaboli-
tos secundarios por pruebas fitoquimicas colorimétri-
cas [14, 15y 16].

1) Para la identificacion de alcaloides se emple¢ el en-
sayo Drangendorf y el ensayo Wagner;

2) Para la identificacién de flavonoides se adicionaron
3 gotas de NaOH a una porcion de muestra diluida en
etanol, la presencia del color amarillo después de la re-
accion indica que es positiva;

3) Para la identificacion de saponinas se emple¢ la téc-
nica de la espuma, es positivo si la altura de la espuma
es >0.5cm por 30 minutos;

4) Para taninos se empleo el reactivo de gelatina, y el
reactivo de FeCl3;

5) Cumarinas, a una muestra con etanol se le anadieron
2 gotas de NH4OH, una coloracion azul-violeta significa
positivo;

6) Quinonas, al residuo seco obtenido de 1Iml de mues-
tra se le anadié etanol y NaOH, da positivo si hay una
coloracion rojo-violeta;

7) Glucésidos cardiotonicos, se empled la prueba de
Baljet;

8) Sesquiterpenlactonas, a la muestra se le agregd 2
gotas de clorhidratohidroxilamina 2N, 1 gota de KOH vy
metanol, se calenté a ebullicion durante 2 minutos, se
acidifico a pH 1y finalmente se adiciono 1gota de FeCI3
, €S positivo si vira a rojo, violeta o rosa en fase acuosa.

RESULTADOS

Conservacion de los hongos obtenidos

El hongo L. laccata (Figura 3) en estas condiciones a
-20°C en bolsas de papel, mantienen discretamente su
actividad bioactiva.

Figura 3. Laccaria laccata
Elaboracién: Autora, 2019

Actividad de lectina en AEM
El cultivo de la fraccion estipe de L. laccata presento
13 pozos positivos (empezando en la fila 1 de izquierda
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a derecha, continuando en la fila 2, de igual forma de
izquierda a derecha) al octavo dia de crecimiento como
se muestra en la Figura 4.

Figura 4. Actividad hemaglutinante de L. laccata en AEM: 1) con
13 pozos + y fila 2) continuacién (izquierda-derecha).

En la Figura 5, se representa la actividad de lectina en
cultivos de estipe y lamina durante 17 dias, donde los
cultivos presentan mayor actividad, con 13 y 12 pozos
positivos respectivamente, en el octavo dia de creci-
miento; mienfras que la fraccion de pileo muestra una
actividad hemaglutinante baja, en el doceavo dia con
so6lo 3 pozos positivos.
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Figura 5. Cinética de Actividad de lectina de Laccaria laccata
en medio AEM.

Actividad de lectina en CEM

En la Figura 6 se observa que en la biomasa de las
fracciones: estipe y lamina se obtuvieron 5 y 4 pozos
de acftividad de lecftina respectivamente de actividad
(fila 2 y 4). Esto significa que la lectina del hongo L. lac-
catfa se encuentra en la biomasa y no se esta liberan-
do al medio. Mientfras que la biomasa y sobrenadante
del cultivo de la seccion pileo no presentaron activi-
dad hemaglutinante, esto puede indicar la presencia
de ofros compuestos que intervienen en la actividad
de lectina.

Ingenianjes

1 i SO0 e

Figura 6. Actividad hemaglutinante del cultivo de L. laccata en
CEM. Fila 1: sobrenadante de estipe, fila 2: biomasa de estipe,
fila 3: sobrenadante de lamina, fila 4: biomasa de lamina, fila 5:
sobrenadante de pileo y fila 6: biomasa de pileo.

En la Figura 7, se observa que no existe actividad hema-
glutinante del cultivo de la fraccion pileo; las fracciones
de lamina y estipe alcanzan su maxima capacidad he-
maglutinante en el dia 5 de crecimiento, el cultivo de
lamina presenta 4 pozos de actividad, se mantiene es-
table por 4 dias mas y empieza a decaer, por ofra parte
la fraccion estipite obtiene 5 pozos de actividad, pos-
teriormente al sexto dia presenta disminucion actividad
hemaglutinante de forma gradual.

—e—Lamina

—e—Pileo

—e— Estipite

Pozos de actividad de lectina
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Figura 7. Cinética de actividad de lectina de Laccaria laccata en
medio liquido CEM.

Identificacion de familias de metabolitos secunda-
rios por métodos colorimétricos

1) Alcaloides: El ensayo con el reactivo Drangendorf
arrojoé resultados positivos para la fracciéon sombrero
de L. laccata. Se observo la formacion de un precipita-
do color naranja (Figura 8a), debido a la capacidad que
tienen los alcaloides en estado de sal (extracto acido),
de combinarse con el yodo y metales pesados como
el bismuto, mercurio, fungsteno formando precipitados
[17]. Con el reactivo Wagner (Figura 8b) presentd una
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precipitacion de color café-naranja que es indicio de
un alcaloide.

2) Flavonoides: La prueba de flavonoides indicé la pre-
sencia de xantonas y flaconas al presentar un precipita-
do de color amarillo (Figura 8c) en cultivo de la fraccion
sombrero de L. laccata, mientras que dieron negativos
para antocianinas y chalconas.

3) Saponinas: La muestra de la fraccion sombrero del
hongo al agitarla vigorosamente en un fubo de ensaye,
presentd 1cm de altura de espuma durante 30 minutos
(Figura 8d).

4) Taninos: Prueba 1, al agregar el reactivo de gelati-
na no formé el precipitado blanco indicativa de positiva.
Prueba 2, se forméd un precipitado de color azul-negro
denotando la presencia de acido galico (Figura 8e).

5) Cumarinas: El resultado dio negativo al no presentar
el color azul a violeta; simplemente la muestra se torno
mas claro con respecto al control (Figura 8f).

6) Quinonas: Este ensayo dio negativo al no presentar
la coloracion de rojo a violeta que es indicativa de po-
sitiva (Figura 89).

7) Glucésidos cardioténicos: En la prueba de Baljef,
solo hubo cambios de color debido a la propia colora-
cion del reactivo (Figura 8h).

8) Sesquiterpenlactonas: Al darle un fratamiento pre-
vio a la muestra de sombrero y después se agrego clo-
ruro férrico al 1%, no presentd ninguna coloracion roja,
violeta o rosa indicativa de prueba positiva. Solo tomo
un aspecto mas turbio (Figura 8i).

Figura 8. Identificacion de metabolitos secundarios en el cultivo
de pileo de L. laccata: a) y b) Alcaloides; c) Flavonoides: xanto-
nas y flaconas; d) Saponinas; e) Taninos; f) Cumarinas; g) Qui-
nonas; h) Glucésidos cardiotonicos e i) Sesquiterpenlactonas.
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CONCLUSIONES

Se concluye que los cultivos in vitro de L. laccata pue-
den ser empleados como herramienta biotecnologica
para la produccién de metabolitos primarios y secun-
darios.

En este estudio se encontro que las lectinas de L. lac-
cata en AEM se sintetizan en un periodo de 8 dias de
crecimiento y en CEM necesitan 5 dias de para presen-
tar actividad hemaglutinante. Asi mismo las fracciones
que tuvieron mayor actividad tanto en AEM como en
CEM fueron: estipe y lamina.

En la fraccion pileo de L. laccata se identificaron por
pruebas fitoquimicas colorimétricas la presencia de 4
metabolitos secundarios: alcaloides, flavonoides: xanto-
nas y flaconas, saponinas y taninos como el acido ga-
lico. Estos resultados obtenidos sirven de preambulo
para estudios futuros en donde se puede implementar
alguna técnica de extraccién de metabolitos para pro-
fundizar en las propiedades antitumorales, antibacteria-
nas, antioxidantes, antifungicas, entre otras, que puede
poseer el hongo. Es necesario continuar los estudios
de investigacion farmacéutica, industrial y alimentario
de Lacaria laccata.
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