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1. RESUMEN

Russula olivacea, es un hongo macromiceto que presenta carpéforos
relativamente abundantes, de considerable tamafio. Ha sido reportada como una
especie toxica en distintas regiones del mundo e incluso también, para algunos
estados de la Republica Mexicana. Esto mismo lo confirman las personas
residentes en “Los Copados”, Mineral del Chico, Hidalgo, quienes lo consideran
como un hongo capaz de causar el micetismo llamado “sindrome gastrointestinal”.
Existen pocos estudios encargados de evaluar la toxicidad a través de modelos
biolégicos. En este trabajo se evalud la toxicidad de R. olivacea en Artemia salina,
y se identificaron algunos compuestos quimicos presentes. Se realizaron dos tipos
de extracciones, continua por Soxhlet y discontinua por maceracién, con el fin de
validar si la toxicidad de los compuestos quimicos dependia de la polaridad o
temperatura en cada uno de los extractos y fracciones obtenidas. La separacion
de los compuestos presentes en los extractos se llevo a cabo por cromatografia en
columna y cromatografia en placa preparativa. Posteriormente, la toxicidad se
calculé por medio de la concentracion letal-50 (CLso) y la identificacién quimica de
los compuestos por espectrometria de RMN de 'H y de 3C. Los cuatro extractos
distintos obtenidos por Soxhlet no mostraron toxicidad en A. salina, mientras que
la fracciéon | del extracto metandlico macerado de la parte del pileo, fue la que
resultdé presentar la mayor toxicidad en A. salina, con una CLso <100 ug/mL. Asi
mismo se determiné que el manitol es el compuesto organico predominante de R.
olivacea, el cual no resultd ser toxico. Es asi que la propuesta del compuesto
toxico por RMN de 13C de la fracciéon I, no fue determinante para concluir que
dicho compuesto fuera responsable de otorgarle la toxicidad a R. olivacea, por lo

gue se recomienda hacer una investigacion a futuro mas minuciosa.



1. INTRODUCCION
2.1. Diversidad de hongos

En la actualidad existen numerosas especies de los diferentes grupos de
hongos que constituyen un recurso biolégico importante y valioso para los
ecosistemas. Estos Ultimos alcanzan un alto indice de biodiversidad y han sido
estimados por Hawksworth (1991), quien sefiala la existencia de mas de 1.5
millones de especies en la naturaleza de las cuales solamente se conoce el 4.6 %
en el mundo. El 95.4 % de las especies que falta por conocer, estan confinados
principalmente en los ecosistemas tropicales, que son precisamente los mas
afectados por la explotacion intensiva (Guzméan, 1994).

Por otra parte Guzman (1994 y 1995) estima que deben de existir alrededor
de 140,000 especies de hongos en nuestro pais, esto con base a los hongos
asociados a las plantas vasculares que prosperan y de los cuales, para el caso de
los macromicetos, s6lo se ha estudiado una quinta parte, con alrededor de 3,000
especies conocidas (Cifuentes et al., 1993), por lo que el estado de conocimiento

actual sobre la micobiota nacional es de apenas el 4.5 % al 6 %.

2.2. Especie de estudio

Russula olivacea (Schaeff.) Pers., incluye a los hongos agaricales mas
cosmopolitas que se conocen y es considerada como una de las mas
representativas, numerosas y diversas de la familia Russulaceae, la que a su vez
incluye 1,074 especies descritas en diferentes partes del mundo, abarcando
especies tanto comestibles como téxicas (Kirk et al., 2001).

Esta especie, crece en asociacion ectomicorrizica con Abies religiosa,
durante los meses de junio a septiembre. A su alrededor es muy comun la
presencia de musgos y arbustos como Baccharis conferta, conocida como
“‘escoba” por los lugarefios. Asi mismo, se observaron en las mismas fechas de
vista al lugar, otras especies del género Russula y otros géneros como

Lycoperdon, Amanita, Clitocybe entre otras.



2.3. Clasificacion taxondémica de R. olivacea

A continuacion se presenta la clasificacion taxonomica de la especie con
ligeras modificaciones realizadas por Kong (2003) basado en Romagnesi (1967),
Singer (1986) y Bon (1988).

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota
Clase: Agaricomycete
Orden: Russulales
Familia: Russulaceae
Geénero: Russula
Subgénero: Polychromidia
Seccion: Alutaceae
Subseccion: Olivaceinae

Especie: olivacea

2.4. Metabolitos secundarios en hongos

Los metabolitos secundarios, son el resultado final de reacciones quimicas
complejas, biosintetizados a partir de sustancias primarias, con distribucién
restringida y muchas veces caracteristicos de un género o de una especie, por lo
gque no se consideran universales. A este grupo pertenecen los esteroides,
alcaloides, terpenoides, entre otros (Brizuela et al., 1998).

Actualmente, la linea investigacion de los productos naturales, aplicada al
area de los metabolitos secundarios en hongos macromicetos, representa un
campo recientemente investigado. El descubrimiento de nuevas sustancias
guimicas obtenidas a partir de éstos, muestran un camino prometedor para la
investigacién cientifica de nuestro pais, como lo han sido hasta ahora los
metabolitos secundarios encontrados en los vegetales.

Es asi como del potencial de los componentes bioactivos de numerosas
especies fungicas, se han descubierto una gama de metabolitos secundarios

derivados de los acidos grasos, como las lactonas sesquiterpénicas y esteroles,



cuyas propiedades fisioldgicas descubiertas hasta el momento son: la actividad

antibiotica, citotoxica, antitumoral e insecticida (Brizuela et al., 1998).

2.5. Bioensayos

Los bioensayos constituyen una de las primeras herramientas utilizadas
para la busqueda de sustancias quimicas con actividad biologica. A través de ellos
se pueden determinar las consecuencias de exposicién de una sustancia quimica,
manifestar los estados iniciales e intermedios de los individuos sensibles con la
mismas ventajas de estandarizacion y calidad de control.

En el caso particular de poder determinar la toxicidad de compuestos
quimicos, se pueden utilizar algunos de estos modelos bioldgicos: larvas de
insectos de Drosophila melanogaster, Spodoptera littoralis, ratas Rattus
norvegicus, pez Danio rerio o el crustaceo Artemia salina.

Esta ultima especie, es de gran utilidad por la facilidad de su cultivo en el
laboratorio, ser econémico, tener una alta calidad de control, un ciclo biolégico
corto, estado de diapausa alta y manejo practico de las larvas nauplio una vez
colocados en condiciones favorables de salinidad, temperatura, oxigenacion, pH e
iluminacién (McLaughlin et al., 1998).

Ademas las larvas nauplio recién eclosionadas tienen un amplio rango de
sensibilidad a las sustancias quimicas que pueden manifestar toxicidad a través
de la mortalidad in vivo. De tal manera que el uso experimental de este simple
organismo puede ser usado para la busqueda y fraccionacion de productos

naturales bioactivos (Anderson, 1998).

2.6. Generalidades de Artemia salina
Este animal vive en aguas salobres, en estado adulto llega a medir 18 mm,
poseen una vida media de un afio y presenta el cuerpo dividido en tres partes:
cabeza, térax y abdomen (Castro, 1985; Ruppert y Barnes, 1993). La cabeza esta
formada por cinco segmentos fusionados; en ella se encuentran los o0jos
compuesto, el ocelo en el centro, las anténulas y en el centro las primeras

antenas.



El térax esta formado por once segmentos bien delimitados, dotado cada
uno de un par de apéndices folidceos llamados filopodios, que sirven como
Organos natatorios, respiratorios Y filtradores.

El abdomen esta formado por ocho segmentos apodo: los dos mas
proximos al térax son los segmentos genitales y al final se localiza el telson,

provisto de la fuerca caudal (figura 1).

Figura 1. Artemia salina (http://www.drpez.com/dralil.htm).

2.7. Clasificacién taxondmica de Artemia salina basada en Ruppert
y Barnes, (1993).
Reino: Animalia
Phylum: Artrépoda
Subphylum: Crustacea
Clase: Brachiopoda
Subclase: Sarsostraca
Orden: Anostraca
Familia: Artemiidae
Género: Artemia

Especie: salina



2.8. Areade estudio

El area de estudio se localiza en la comunidad de Carboneras,
especificamente en el sitio llamado los Copados dentro del municipio de Mineral
del Chico, el cual se encuentra situado en el extremo occidental de la Sierra de
Pachuca, perteneciente a la estructura orogréfica integrante del Eje Neovolcanico
Transversal y Sierra Madre Oriental (figura 2). Se accede hacia al norte de la
Cuidad de Pachuca, capital del estado, por la carretera Federal 105 Pachuca-
Tampico, con desviacidbn a la carretera estatal Pachuca-Mineral del Chico,
aproximadamente a 24 km (SEDUE, 1985).

Esta zona es considerada como con un importante patrimonio biolégico
principalmente por el tipo de coniferas por las que se encuentra dominado ya que

se encuentra muy cerca del Parque Nacional el Chico (SEDUE, 1988).

Mineral del

Chico

Figura 2. Localizacién del municipio de Mineral del Chico; Hidalgo, México.
2.9. Ubicacion



Geogréaficamente el area de recolecta de los ejemplares de R. olivacea se
ubicé en un valle con bosque de oyamel y abarcé aproximadamente 1000 m?. Se
localizé a 3 km al oriente de la Cabecera Municipal de Mineral del Chico, a 2,624
msnm, entre las coordenadas 20°12'41.6” latitud norte y 98°41°'57.5” longitud oeste
(figura 3).

Es un lugar perturbado por el hombre, por poseer senderos rurales que
comunican a diversas zonas de huertos y cultivos familiares, localizada en los
limites del Parque Nacional EI Chico (figura 4). Ademas, colinda con la comunidad

de Velasco y con el Municipio de Omitlan de Juarez (INEGI, 2005).

532800

531000 531900

- 531900 l 532800
Figura 3. Ortofotos digitales INEGI (1995) Escala 1:20000 donde se ubica
espacialmente el area de estudio rodeada de bosque de Abies religiosa.
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Figura 4. Ubicacién del Parque Nacional “El Chico” y el area de estudio
http://www.parqueelchico.gob.mx.

2.10. Vegetacion

Las caracteristicas topogréficas, geograficas y climéticas de la regién donde
se localiza el parque, le confieren una vegetacion con gran riqueza de especies.
Este lugar destaca por la presencia de seis géneros de coniferas de los nueve
representados en México (Zavala, 1995). Asi como también por contener
numerosas comunidades vegetales de especies arbustivas y herbaceas,
proporciona diversos ambientes con fisonomias distintas (Fig. 5). Entre su
composicion floristica, destaca por la extension que esta dominada el parque:
bosques de oyamel (1,856.0 Ha), seguida del bosque de pino-encino (403.0 Ha),
bosque de oyamel-encino (95.0 Ha), bosque de tlaxcal o tascate (63.0 Ha),
pastizal (46.0 Ha), bosque de cedro (27.0 Ha) y bosque de encino (25.0 Ha),
(Rzedowski, 1978).


http://www.parqueelchico.gob.mx/
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Figura 5. Tipos de vegetacion en el area del Parque Nacional El Chico
(SEDUE, 1988).
2.11. Clima
La altitud y topografia de area de estudio le confieren un clima templado-
himedo. Las temperaturas medias anuales varian entre 10° y 14°C (Madrigal,
1967). La precipitacion total varia de 600 a 1500 mm (Medina y Rzedowski, 1981).
Los periodos de lluvia y sequia se presentan bien marcados. Las primeras lluvias
se presentan durante las tardes y noches principalmente del mes de mayo y cesan
en octubre (Manzanilla, 1974). Mientras el periodo de sequia abarca los meses de

noviembre a mayo.



2.12. Edafologia

El area del parque presenta suelos poco profundos, porosos y bien
drenados (Madrigal, 1967). Los bosques de oyamel prosperan sobre suelos
jovenes formados por andesitas, basalto y riolita. Son suelos limoso-arenosos,
arcillo-arenosos o arenosos. Su pH varia desde medios acidos hasta neutros. La
capa superior tiene un alto contenido de humus alcanzando hasta en algunos
lugares hasta un 70%. Presentan una capa de hojarasca no descompuesta de
espesor variable de 1.5 a 5 cm, constituida por hojas de oyamel, restos de
musgos, hojas y tallos de arbustos y herbaceas y algunas semillas,
inflorescencias, escamas de conos y fragmentos de corteza de oyamel (Madrigal,
1967).

2.13. Caracterizacion poblacional y cultural

De acuerdo con el censo poblacional realizado por INEGI (2005), el
municipio de Mineral del Chico contaba con total de 6, 714 habitantes, para el cual
3,217 eran hombres y 3,497 eran mujeres. Mientras que para la comunidad de
Carboneras existe una poblacion aproximada de 535 habitantes, de los cuales 240
son hombres y 295 mujeres, misma que cuenta con un total de 124 viviendas
habitadas distribuidas en barrios y rancherias. La actividad econdmica
predominante es la agricultura. En su mayoria las calles estdn empedradas o son
de terraceria. Cuenta con equipamiento para el bienestar social: salud, educacion
y energia eléctrica.

De acuerdo a INEGI (2005), en el municipio de Mineral del Chico el 0.5 %
de su poblacién habla lengua indigena, entre las mas practicadas se encuentran
otomi y nahua, aunque esto no se percibio en la comunidad de recolecta

anteriormente mencionada, ya que la mayor parte son mestizos y hablan espafiol.

-10 -



3. ANTECEDENTES
3.1. Estudios de R. olivacea a nivel nacional

La mayoria de los estudios que se encontraron fueron de tipo ecoldgico
donde se estima la diversidad de cuerpos fructiferos ectomicorrizogenos entre las
estaciones de verano a otofio, donde predomina esta especie registrando un alto
namero de abundancia relativa (Richard, 2004; Welden y Guzmén, 1978; Zarco,
1986; Padilla et al., 2004).

Kong (1998), realiz6 una aportacién importante al estimar 61 especies y 4
variedades para el género Russula en México y reporta a R. olivacea como una
especie tipica de los bosques de Abies religiosa.

Valenzuela (1981), refiri6 a este taxbn como una de las especies de
macromicetos muy poco conocidas para Meéxico, ademas de hacer una
descripcion taxondmica de este mismo hongo tomando en cuenta caracteres muy
precisos y reporta su distribucion para los estados de: Nuevo Leodn, Hidalgo,
México, Jalisco, Michoacan, Morelos, Tlaxcala, Veracruz y el Distrito Federal
(figura 6).

Figura. 6. Distribucion de R. olivacea en la Republica Mexicana.
3.2. Estudios de R. olivacea a nivel estatal

-11 -



El estado de Hidalgo se caracteriza por tener una amplia tradicion micéfaga
(consumidora de hongos); ocupa el tercer lugar a nivel nacional en cuanto a
namero de especies que se consumen con aproximadamente 126 de ellas
(Romero, 1996).

Frutis y Guzman (1983), realizaron una contribucion al conocimiento de los
hongos de tipo floristico y ecolégico en el que mencionan a R. olivacea creciendo
sobre un habitat micorrizico, asociado al bosque de Abies y colectado en el sitio
conocido como “Las Ventanas” en el interior del Parque Nacional el Chico, Hgo.

Mendoza et al., (2006), reportaron a R. olivacea al crecer en los limites del
Parque Nacional el Chico y estar asociada al bosque de encino Quercus obtusata
(BQO) en la porcién noroeste de la Sierra de Pachuca, Hgo.

Hernandez (2007), realizé un estudio sobre los macromicetes con un
enfoque etnomicologico para la region de Mineral del Chico y la comunidad de
Carboneras, Hidalgo, menciona a R. olivacea como un hongo “loco”, por ser el
causante de provocar trastornos de tipo gastrointestinal, al ser consumido por los
habitantes de esta misma region. Sin embargo, este autor la identifica como R.

xerampelina.

3.3. Propiedades toxicas de los basidiomicetos

Actualmente el conocimiento de las sustancias quimicas que pueden
producir intoxicacibn o envenenamiento causado por las toxinas de los
macromicetos es muy limitado. Sin embargo, se ha demostrado que por su
nutricion heterétrofa los conduce a degradar metales pesados por medio de
exoenzimas para ser incorporados al metabolismo fangico como es el caso del As,
Hg y Cd, considerados como metales pesados altamente téxicos (Cocchi, 2005).

Otra caracteristica de los basidiomicetes es que hasta el momento no se ha
determinado la funcion precisa de produccion de metabolitos secundarios. Sélo se
presume que sintetizan estas sustancias naturales poco comunes con el fin de
comunicarse entre si, actuar como defensas, atrayentes, inhibir el crecimiento,
como repelentes quimicos o simplemente ser téxicos para poder sobrevivir en el

nicho ecologico.
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3.4. Toxicidad de R. olivacea
En algunos de los estados de la Republica Mexicana e incluso para el
estado de Hidalgo R. olivacea es considerada como una de las especies de
macromicetos capaz de causar intoxicaciones de tipo gastrointestinal (Hernandez,
2007). Sin embargo, para la mayoria de los paises Europeos y concretamente
para Italia diversos autores afirman que este mismo cuerpo fructifero no es toxico
e inclusive, establecen que puede ser consumido por el ser humano sin causar
malestar alguno después de tener una coccion prolongada pero que cuando se
consume en estado crudo o mal cocido ha causado el mismo tipo de trastorno
gastrointestinal solo que con distinto grado de intensidad (Kuhner y Romagnesi,
1974; Foiera et al.,1993; Cetto, 1994; Galli, 1996; Lonati, 1996; Papetti y Simonini,
1999; Gennari, 2000; Mazza, 2000). Asi mismo existen casos en los que no se
tiene ningun registro sobre el uso o toxicidad de esta especie, pero tampoco
descartan la posibilidad de ser un hongo potencialmente utilizable para el

consumo alimenticio humano (Kong, 1998).

3.5. Estudios quimicos de R. olivacea

El ergosterol es el compuesto que se encuentra en mayor cantidad presente
en los hongos macroscépicos, cuyo contenido es aproximadamente de un 80 %.
Ademas de esto, la familia Russulaceae contiene de veinte a veintidos esteroles,
donde cinco de ellos han sido aislados en forma cristalina correspondientes a:
ergostadieno, cerevisterol, lanosterol, colesterol y 5-7 dihidrocolesterol, este altimo
aislado de la especie R. decolorans y R. aeruginosa (Cancela, 1995).

A nivel de género Phillips (1991), sefiala a R. flavida, R. subnigricans, R.
brevipes y R. japonica y R. foetes, R. nigricans entre las Russulas mas
comunmente estudiadas. Igualmente menciona que su metabolismo secundario es
rico en terpenoides, especialmente sesquiterpenoides de los cuales se ha aislado
el ergosta-5, 7 dien-3-ol y ergosta-7-en-33-ol.

Esto mismo lo corroboraron recientemente Trigos et al., (1998), quienes
hallaron la estructura de cuatro esteroles en R. olivacea, pertenecientes a peréxido

de ergosterol; ergosta-7,22-dient-33,5a-diol; ergosta-7,22-dien-383,5a,6a-triol; y
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ergosta-22-en-3p3,5a,6a-triol por técnicas espectroscopicas donde utilizan
extractos con Acetato de etilo.

Adicionalmente, a estos estudios enfocados en la busqueda de los
metabolitos secundarios responsables de conferir las propiedades toxicas a los
hongos, también se basaron en la técnica de pirdlisis acoplado a cromatografia de
gases-liquidos. Este es un valioso método, propuesto para identificar los
compuestos toxicos presentes en los hongos comparados con una la base de
datos o pirograma (Benoit-Guyed et al., 1980).

Por otra parte, es importante sefalar la existencia de sustancias
predominantes en los hongos, como es el caso del carbohidrato llamado manitol.
Este es el compuesto méas soluble encontrado en la mayoria de los hongos
macromicetes en forma de cristales y considerado como una sustancia importante

en la comparacion de espectros hallados en otra clase de hongos.

3.6. Bioensayos en R. olivacea
Hasta el momento el Unico reporte que se tiene acerca de la toxicidad de R.
olivacea, ha sido el de la evaluar sus propiedades insecticidas, tomando como
modelos biolégicos larvas de Drosophila melanogaster (mosca de fruta) y
Spodoptera littoralis (rosquilla negra), donde sobresale esta especie por poseer

poca una nula toxicidad (Mier et al., 1995).
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4. JUSTIFICACION

El 4rea de estudio se encuentra situado en un bosque de A. religiosa,
albergando una considerable diversidad de macromicetos los cuales juegan un
papel importante para el funcionamiento de los ecosistemas naturales y en
particular en la formaciéon de micorrizas, ya que confiere a las plantas beneficios
como incremento en biomasa, supervivencia, resistencia a la sequia, entre otros.

En la literatura, la identificacion precisa de R. olivacea es poco confiable
debido a que se basa principalmente en la micobiota de otros paises, por lo que
muchas veces los datos no son suficientes para poder afirmar que se trate de la
misma especie.

No existen estudios precisos para esta especie que ayuden a descubrir la
presencia de los compuestos quimicos responsables de otorgarle la toxicidad,
como es el caso de los compuestos quimicos presentes en otros géneros de
hongos macroscopicos bien conocidos.

Dentro del campo de la quimica organica la mayoria de los productos
naturales que han sido aislados, proceden de plantas, no siendo asi el caso para
los macromicetos, que son un grupo de los menos estudiados, pero que sin
embargo, ofrecen un amplio nimero de productos potenciales para la obtencién
de nuevos compuestos.

Hasta el momento no existe un solo trabajo enfocado a evaluar la toxicidad
de R. olivacea empleando larvas acuaticas vivas de A. salina. Siendo necesario
definirla en este modelo altamente sensible a perturbaciones.

Se pretende llegar a la identificacién quimica de los productos naturales que
constituyen a este cuerpo fructifero y pudieran estar provocando algin efecto

toxico.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar la toxicidad e identificar los distintos extractos organicos de R.

olivacea en larvas vivas de A. salina.

5.2. Objetivos especificos

e Determinar taxonomicamente el macromiceto, con la ayuda de un
especialista en el género.

e Evaluar la toxicidad de los extractos organicos de R. olivacea obtenidos
mediante dos métodos de extraccion, en larvas acuaticas vivas de A. salina
a distintas concentraciones.

e Separar los compuestos de los extractos que presenten toxicidad mediante
meétodos cromatograficos.

¢ Identificar por métodos espectroscopicos los compuestos quimicos de los

de R. olivacea.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Recolecta

Durante las nueve salidas al campo se recolectaron un total de cinco
carpoforos en el sitio conocido como Los Copados en temporada de lluvias,
durante los meses de julio a septiembre de 2007. Las salidas se realizaron
quincenalmente con el fin de obtener el mayor nimero de carpoforos siguiendo los
métodos descritos previamente (Larget et al., 1977; Cifuentes et al., 1986). Los
cuerpos fructiferos frescos fueron llevados al laboratorio de micologia de la UAEH,
pesados en una balanza analitica y divididos en dos partes. La cantidad media de
cuerpos fructiferos frescos fueron inmediatamente deshidratados a una
temperatura de 60°C en una camara de secado por 24 horas. Al finalizar este
proceso la muestra se pulverizé en un molino eléctrico con la finalidad de facilitar
la extraccion de los compuestos organicos al aplicar calor por medio de un equipo
Soxhlet. Mientras que la otra mitad restante de hongos frescos, se fragmenté en
trozos pequefios de menos de 1 cm de diametro con el propdsito de haber una
mejor penetracién del diluyente en estos y extraer directamente los compuestos

organicos sin aplicar temperatura por el método de maceracion.

6.2. Determinacién de la especie
Para efectuar la identificacién y determinacién del material obtenido en
campo, se consultaron diversos trabajos especializados, monografias y obras
micoldgicas como las de Romagnesi (1967), Bon (1988), Schaeffer (1979) y
Sarnari (1991). Sin embargo, por la dificultad para definir adecuadamente el taxa y
los numerosos caracteres a tomar en cuenta en este grupo en particular, se
recurrié al especialista en Russulas de México, el M. en C. Alejandro Kong Luz del

Centro de Investigaciones de la Universidad Autbnoma de Tlaxcala.
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6.3. Obtencion de los extractos en Soxhlet

Este método es util para solubilizar una muestra seca en uno o varios
disolventes, hasta lograr la difusion celular completa de los principios activos al
aplicar calor de por medio (Kuklinski, 2000) y para ello, se realizaron los siguientes
pasos:

Se introdujo la cantidad de 14.2 g de muestra pulverizada en un dedal
poroso y se depositd dentro del cuerpo del extractor (A). Se vacié en un matraz de
bola con capacidad de 250 mL la cantidad de 200 mL de Hex, CHCIs, AcOEt y
MeOH (cada uno por separado, en orden creciente de polaridad y temperatura
segun el punto de ebullicién) para ser calentados durante ocho horas continuas en
una canastilla (B) a una temperatura aproximada de 50 a 60°C. Una vez que se
llevo a cabo la ebullicidn, los vapores del disolvente ascendieron por el tubo lateral
(C), hasta tener contacto con el refrigerante (D), de esa manera se condensé el
disolvente y se depositd directamente sobre la muestra del dedal situado en el
cuerpo del extractor. El cuerpo del extractor se lleno de disolvente que se evacud
por el sifon lateral interno (E) hasta caer en el matraz de bola (F). Finalmente

después de ocho horas continuas se retir6 el extracto (figura 7).

Refrigerante(D)

(E) Sifon lateral

Cuerpo del (A) interno

extractor
(C) Tubo lateral

(F) Matraz bola

Canasta de
calentamiento (B) —S—

Figura. 7. Localizacion de cada una de las partes del extractor Soxhlet.
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A continuacion se filtr6 cada uno de los cuatro extractos obtenidos por
separado en un embudo mediante un papel Whatman No. 42 y se evapor6 la
mayor parte del disolvente en un rotavapor Bichi R-124 a una temperatura
aproximada entre 40 a 50°C, con movimientos rotatorios lentos, a una presion
reducida de 1 bar y con un vacio moderado. El evaporado se transfirié a viales
limpios de impurezas y calentados a una temperatura de 30°C para eliminar el
resto del disolvente. Finalmente la cantidad de extracto obtenido se calculd por
diferencia de peso del vial y se almacené en congelacion a 0 °C hasta su posterior
uso (Harborne, 1980).

6.4. Obtencion de los extractos en maceracion

Este método consiste en extraer los principios activos de origen natural al
tener siempre en contacto el material en fresco (basidiocarpo) con el disolvente a
utilizar (metanol) y en una agitacion constante durante un tiempo determinado
(Kuklinski, 2000). Esta técnica normalmente se utiliza cuando la estructura del
material es muy permeable al disolvente, los principios activos son muy solubles,
pero principalmente para la extracciébn de principios activos termolabiles por
trabajar a una temperatura ambiente. Para ello, se realizaron los siguientes pasos:

Se tritur6 por separado el pileo y estipite, ambos con un peso fresco de
72.43 g y 31.35 g respectivamente; posteriormente se colocaron en el interior de
recipientes herméticos de vidrio, con de 15 mL de metanol y puestos a
temperatura ambiente en un cuarto obscuro durante seis dias hasta lograr la

difusién celular de los compuestos quimicos.

6.5. Separacion de los compuestos por cromatografia en

columna
La cromatografia en columna es una técnica util para separar y cuantificar
selectivamente las moléculas de una mezcla compleja. La técnica consiste en
aislar los compuestos quimicos través de una fase estacionaria (s6lido poroso) con
base a la velocidad de desplazamiento diferencial de los solutos al ser

trasportados por una fase movil (eluyente liquido) (Kuklinski, 2000).
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Para esta operacion se utilizo el extracto homogeneizado con gel de silice
de 60 micras, marca Merck (70-230 mesh ASTM) dentro de una columna de vidrio
de 50 cm de longitud y 2 cm de diametro. Como disolvente en la fase estacionaria
se utilizé hexano (Hex). Posteriormente se efectud la elucidon con la mezcla de
Hex, Hex-CHCls, CHCI3, CHCIs-AcOEt, AcOEt, AcOEt-MeOH, MeOH (en orden

creciente de polaridad) hasta concluir la cromatografia (figura 8).

Figura 8. Cromatografia en columna
6.6. Cromatografia en placa preparativa

La cromatografia en placa preparativa es una técnica 0til para separar y
visualizar los compuestos de una mezcla compleja por distribucion de dos fases.
La técnica consiste en aislar los compuestos quimicos través de una fase movil la
cual fluye en sentido ascendente arrastrando los diferentes componentes de la
mezcla a velocidades diferentes, con lo que se consigue la separacion.

Para esta operacion se utilizd una cromatografia en placa preparativa de 20
x 20 cm, marca Merck Kieselgel 60 Fzs4 de gel silice de 2 mm de espesor,
posteriormente la placa se colocé verticalmente en una camara de cromatografia
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con el disolvente (metanol) previamente depositado en el fondo del recipiente.
Finalmente se determiné el factor de referencia de desplazamiento (Rf) de las
fracciones aisladas en una camara ultravioleta modelo C-65 para tener mayor

detalle el Rf de cada una de las fracciones (figura 9).

Figura 9. Cromatografia en placa preparativa

6.7. Cromatografia en capa fina
La cromatografia en capa fina, se basa en la misma técnica anterior,
Unicamente que se utiliza una cantidad muy pequefia de muestra. Para ello se
depositdé una muestra de cada una de las fracciones sobre una placa comercial de
aluminio marca Kieselgel, recubiertas con gel de silice para cromatografia, con un
espesor de 0.25 mm y de 5 X 2.5 cm. Finalmente se determin6 el nimero de

compuestos visualizados en la cdmara ultravioleta (figura 10).
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Figura 10. Cromatografia en capa fina

6.8. Identificacion de los compuestos

Posterior a la separacién de las sustancias quimicas, se eligi6 la técnica de
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y 13C, utilizando un
equipo Jeol Eclipse a 400 y 100 MHz.

Este método es util para elucidar las estructuras moleculares de los
compuestos organicos, el cual se basa en someter los nucleos atomicos activos a
un campo magnético externo. Esta condicion la cumple el H, 13C, °F, 31p y 15N
por presentar nimeros atbmicos impares. Para que se pueda emplear la técnica
los nucleos deben tener espines con carga positiva y un movimiento de rotaciéon
sobre un eje que hace que se comporten como pequefios imanes provocando una
diferencia energética como respuesta de la radiacion a la que estan sometidos.
Esto provoca que el espectrometro de RMN detecte estas sefiales y las registre

como una gréfica de frecuencias de diferente intensidad.

6.9. Evaluacion de la toxicidad en Artemia salina
Para la prueba de toxicidad en el laboratorio se utilizo nauplios de A. salina
siguiendo el método de Meyer et al., (1982) y McLaughlin et al., (1998). Para ello
se llevo a cabo la eclosién de quistes de A. salina de la siguiente manera:
En un embudo de plastico con capacidad de 500 mL se colocé la cantidad
de 2 g de quistes deshidratados de A. salina, con solucion salina (NaCl) al 5%, pH
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de 7.5, oxigenacion constante a través de una bomba de acuario, temperatura
promedio de 25°C e iluminacion con una lampara de luz blanca de 75 Watts (figura
11).

Figura. 11. Condiciones de quistes de A. salina para que eclosionaran.

Posterior a la eclosion después de 24 horas de incubacién los nauplios
recién emergidos se utilizaron de la siguiente manera:

En 30 tubos de ensaye de 13 x 100 mm, se colocaron 3 mL de las
soluciones de los extractos evaporados a utilizar, preparados previamente con
solucion salina. Después, con una pipeta Pasteur se contabilizé y colocaron 10
nauplios de A. salina por tubo, cada tubo se consider6 una réplica, preparandose
cinco réplicas por concentraciéon de extracto, las cuales fueron 1, 10, 100, 1000 y
2000 pg/mL. Finalmente los tubos destapados se colocaron en una gradilla la cual
se ubicé cerca de la lampara encendida durante 24 horas, para contabilizar a
simple vista el nUmero de larvas muertas de cada uno de los tubos de las cinco
concentraciones. Los resultados expresados en porcentaje de mortalidad, fueron
calculados mediante la férmula 100-(100B/A), en donde A fue el nUmero promedio
de larvas vivas en el testigo y B el nimero promedio de larvas muertas en el

experimental de cada uno de los cuatro extractos en Soxhlet. Los dos testigos
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negativos (T-), se prepararon Unicamente con agua salina al 5 %, mientras que el
otro contiene dimetil sulfoxido (DMSO) al 0.5 % para lograr una mejor disolucién
de los extractos en agua (figura 12).

Para el analisis de los resultados se utiliz6 el programa SPSS 14.0
mediante una regresion lineal Probit para poder establecer la concentracion letal
50 (CLso), la cual se conoce como la cantidad de sustancia que conduce a la
pérdida del 50% de los organismo tratados, por lo que se consider6 que los
compuestos quimicos produjeran toxicidad en A. salina cuando presentaron un
valor promedio de CLso < 100 pug/ml (Zani et al., 2000; Alves et al., 2000).

Figura. 12. Ensayo de toxicidad en A. salina con las cinco concentraciones de
cada réplica, testigo negativo y testigo con DMS.
6.10. Pruebas estadisticas
Para este analisis, se realiz6 la prueba de andlisis de la varianza (ANOVA).
La cual sirve para determinar si las diferencias que existen entre las medias de
tres 0 mas grupos son estadisticamente significativas. Se basa en la particion de
la varianza para establecer si la varianza explicada por los grupos formados es
suficientemente mayor que la varianza residual o no explicada (Vard, 1998). Es
decir si los extractos o fracciones utilizadas en el ensayo son toxicos o no, por lo

gue se requiere contar con una hipotesis nula (Ho) y una hipoétesis alternativa (Ha);
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las cuales son excluyentes una de otra; y que permiten determinar la toxicidad
inducida por el extracto evaluado (Freiy Wirger, 1998).

La hipétesis nula (Ho), se asume que no hay diferencia entre los resultados
obtenidos de los testigos negativos y el tratamiento, y esta se acepta
estadisticamente cuando no hay un incremento significativo.

La hipoétesis alternativa (Ha), se asume que si hay diferencia entre los
resultados obtenidos de los testigos negativos y el tratamiento; esto se presenta
cuando los resultados obtenidos del ensayo tienen un incremento significativo. Si
se rechaza indica que el tratamiento no produce incremento requerido para
considerar que el compuesto es téxico, mientras que si se acepta significa que el
compuesto a evaluar es capaz de causar toxicidad en distintas concentraciones
(Frei y Wirger, 1998).

La interpretacion de los datos estadisticos se hace bajo la siguiente
premisa: si se acepta la (Ho) y se rechaza la (Ha), el resultado indica que la
toxicidad es negativa, pero si se acepta la (Ha) y se rechaza la (Ho), la toxicidad es
positiva; pero en cambio si se rechazan las dos hipétesis se dice que el resultado
del tratamiento es debil positivo o débil toxico; por otro lado si se aceptan las dos
hipotesis el resultado es considerado interminado o inconcluyente (Frei y Wirger,
1998).
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7. RESULTADOS

7.1. ldentificacion taxonOmica de R. olivacea
R. olivacea se distingue de otras especies por presentar un basidioma
grande cuya consistencia es fragil y quebradiza. El pileo es de color purpura, con
rugosidades concéntricas sobre el margen, una superficie opaca, laminas de color

amarillo y color parpura-rojizo en el estipite (figura 13).

D
2 A Lol LA

Figura 13. Russula olivacea (Valenzuela-Bautista).

7.2. Caracteres morfolégicos

Presenta pileo de 78-135 mm de diametro, forma convexo a plano-convexo,
con el centro deprimido, tonos purpura (14 E7; 14 C3; 15 E4; 15 D4; 15 D7), de
acuerdo con la guia de color de Kornerup y Wanscher (1961), margen entero, con
rugosidades concéntricas y en partes ondulado, consistencia carnosa, presenta
desprendimiento de la cuticula, lustre opaco, textura seca-sedosa y con
ornamentacion glabro. Contexto de consistencia carnosa, no fibrosa y quebradiza,
tonalidades blancas (4 A2), sabor a queso y grosor de 16 mm. Laminas con
uniones subadheridas, uncinadas, juntas, no presenta lamélulas, su forma es
ancha de 18-12 mm, consistencia quebradiza, lisa en la forma de borde, color
amarillento (3 A3) y con el borde mas obscuro (3 B5). Estipite de 53 mm a 106 mm

de tamafo, el ancho medio es de 25 mm a 30 mm, base del estipite de 38-46 mm
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y forma clavada. Ornamentacion fibrosa con tonos rojizos (12 D5), blancos (12 Al)

y amarillos (5 A3) y el interior esponjoso-cavernoso (figura 14).

7.3. Caracteres microscopicos

Basidiosporas de 9-12 x 8-10 um, anchamente elipticas (Q=1.18) con
ornamentacion amiloide con el reactivo de Melzer, constituida por espinas y
verrugas aisladas. Esporada de color amarillo (4-A.5). Pileipelis poco diferenciado
de la trama, ausencia de macrocistidios, presenta tincién en todas las células de la
cuticula de color rosa-transparente, asi como también como la ausencia de hifas
primordiales en todas las células de la cuticula en H2SO4 al 50% y con cristales de
sulfovainillina. Hifas segmentadas de la cuticula del pileo son mas grandes unas
gue otras y/o ancladas en KOH al 10%. Hifas primordiales de la cuticula del pileo
largas y septadas con tincidén rojo-purpura quedando retenido el colorante de
fuccina de Ziehl y el HCI al 10%. Hifas terminales de la cuticula del pileo septadas
y largas en KOH al 10% y H2S0Oa4 al 50% con cristales de sulfovainillina. Basidios
de 36-51x 9.4-14.3 um, claviformes, con cuatro esterigmas y pared delgada,
hialinos en KOH. Pleuromacrocistidos de 73-123 x 7.9-12.3 pym, subcilindricos a
subfusiformes, con el apice obtuso, mucronado o subrostrado, de pared delgada,
contenido granular poco abundante y disperso. Queilomacrocistidios de 47-92 x
6.3-10.7 um, llegan a presentar septos. Macrocistidios en laminas muy
abundantes. Células marginales de 30-50 x 4.1-9.8 uym, cilindricas, fusiformes o
subuladas y de pared delgada, hialina en KOH; subhimenio seudoparenquimatoso
(figura 15).

7.4. Caracteres organolépticos

Olor a queso y cuando se deshidrata el basidioma, a pan horneado. Sabor

de la trama a queso. Sabor en las laminas ligeramente amargo.
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7.5. Reacciones macroquimicas
NH4OH negativo en la trama, pileo y en laminas. Anilina negativo en
laminas y de color amarillo. Fenol al 2% es positivo en el contexto del pileo y en la
trama. Formol al 40% negativo en la trama. FeSO4 al 10% negativo con color rosa

en la trama.
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Figura l4. Caracteres macroscoépicos de R. olivacea.
A. Rugosidades concéntricas del pileo; B. Trama; C. Estipite; D. Laminas;
E. Reaccién con fenol; F. Esporada (Valenzuela-Bautista).
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Figura 15. Caracteres microscopicos de R. olivacea a 100X.
G. Esporas en Melzer; H. Células no diferenciadas de la cuticula en KOH al
(5%); 1. Hifa terminal en KOH al (5%); J. Basidio en KOH al 5%;
K. Pleurocistidios; L. Queilocistidios. (Valenzuela-Bautista).
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7.6. Obtencion de los extractos en Soxhlet

La biomasa neta registrada en el cuerpo fructifero seleccionado, fue de
54.25 g, mientras que una vez deshidratado, pes6 10.6 g, obteniendo asi una
pérdida de humedad del 80.49%.

Se utilizaron 14.2 g del mismo material organico para los cuatro disolventes
en el equipo Soxhlet mediante el cual se extrajeron los compuestos quimicos. En
la tabla | se presentan los resultados de la cantidad y rendimiento de los extractos
preparados con los cuatro disolventes de manera separada y en orden creciente
de polaridad: hexano, cloroformo, acetato de etilo, hasta finalizar con metanol. Se
puede observar que el disolvente mas polar utilizado, fue el metanol y el que a su
vez, presentd el mayor rendimiento expresado en porcentaje, comparado con el

resto de los disolventes menos polares.

Tabla I. Rendimiento en porcentaje de cada uno de los extractos en Soxhlet.

Disolvente Muestra (Q) Extracto (g) Rendimiento (%)
Hexano 14.2 3.51 24.71
Cloroformo 14.2 2.13 15.00
Acetato de etilo 14.2 2.48 17.46
Metanol 14.2 6.16 43.38

7.7. Toxicidad de los extractos en Soxhlet
En la tabla Il se presentan los resultados de acuerdo a la mortalidad
determinada al evaluar los extractos de hexano, cloroformo, acetato de etilo y
metanol en larvas nauplio de A. salina, se obtuvieron valores de CLso >100 pg/mL,
por lo que produjo un efecto negativo de toxicidad, de acuerdo con el criterio
previamente establecido (CLso <100 pg/mL). Los dos testigos negativos utilizados

en los ensayos mostraron el 100% de supervivencia.
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Tabla Il. CLso + Error Estandar de los extractos de R. olivacea en A.salina.

Extractos CLso (pg/mL)
Hexano 432.273£76.725 *b
Cloroformo 623.260+54.393 *b
Acetato de Etilo 984.4200+83.205 *c
Metanol 119.187+50.778 *a
Los valores con una letra en comun no son significativamente diferentes, de acuerdo con la prueba
de Tukey.

En la prueba estadistica de Andlisis de Varianza (ANOVA) se observo que
si existen diferencias significativas (F=28.684; p=0.000; gl=3) de la mortalidad
causada en A. salina para los cuatro extractos evaluados. Mientras que la prueba
de Tukey indicé tres grupos distintos: a, b y c. De los cuales (a y c) presentaron
una mortalidad diferente entre si, mientras que para las letras iguales (b)

presentaron la misma mortalidad.

7.8. Separaciéon de los compuestos del extracto en Soxhlet por
cromatografia en columna

Para este proceso se eligi6 el extracto metandlico por ser el que presenté el

mayor rendimiento expresado en porcentaje, comparado con el resto de los

disolventes menos polares. Por lo que se obtuvo un total de 72 fracciones. De

cada una de ellas, se recuperé el volumen aproximado de 8.57 mL, previamente

eluidas con la mezcla de disolventes como se presentan en la tabla Ill.
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Tabla lll. Fracciones obtenidas en cromatografia en columna.

Fracciones | Fracciones reunidas % de Polaridad Mezcla
1-7 | 100 Hex
8-14 I 50:50 Hex- CHCl3
15-21 M 100 CHCl3

22-28 \Y; 50:50 CHCl3-AcOEt

29-34 v 100 AcOEt

35-46 VI 50:50 AcOEt —-MeOH

50-72 Vi 100 MeOH
7.9. Cromatografia en capa fina

En cada una de las 72 fracciones obtenidas, se rastre¢ y visualizé el factor

de referencia de desplazamiento (Rf) usando para esto una camara de ultravioleta
Modelo C-65, vapores de yodo como revelador y sélo en casos especificos acido
clorhidrico (HCI al 10%).

De esta manera se seleccion6 y determiné la fraccién VII recuperada y

Figura. 16. Cristales del compuesto mayoritario color amarillo-crema.

disuelta con metanol (100%) por estar constituida de la sustancia organica
predominante, la cual resulté ser una sustancia cristalina de color amarillo-crema,
sabor dulce, soluble en agua y poco solubles en alcohol, cuyo punto de fusion fue
de 159-164 °C (figura 16).
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7.10. Identificacion del compuesto predominante

La identificacibn del compuesto organico predominante localizado en la
fraccion VIl se analizé y corrobord con la base de datos de Aldrich y referencias
analogas reportadas, por lo que resulté tratarse de un azucar poliol llamado
manitol. El espectrometro de RMN '3C, indic6 de manera sobresaliente tres
sefales en la region de 60-70 ppm, correspondiente a los tres tipos de carbono
presentes en el manitol. Mientras que el espectrometro de RMN de H indicé
seflales multiples entre 3 y 4 ppm corroborando la presencia de este mismo

compuesto (figura 17 y 18).
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Figura. 17. Espectro de RMN de 3C del manitol, en D20.
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Figura. 18. Espectro de RMN de 'H del manitol, en D20.

El compuesto mayoritario identificado con el nombre de manitol
corresponde al monosacarido llamado polihidroxi-alcohol derivado de las aldosas,
este tipo de compuesto se encuentra ampliamente distribuido en los hongos
macroscopicos aproximadamente en un 50-60% (lllana, 2008). La férmula
estructural de este compuesto posee 6 Carbonos y dos grupos carboxilos (figura
19).

H H OH (l)H

HOCH, —C —C —C — C — CH,OH

OH OH H H

Figura 19. Formula estructural del manitol.
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7.11. Obtencién de los extractos por maceracion en fresco
La masa neta registrada en el cuerpo fructifero seleccionado para realizar la
extraccion por maceracion en fresco, fue de 103.78 g, mientras que una vez
deshidratado peso6 7.52 g, obteniendo asi una pérdida de humedad del 92.74 %.
En la tabla IV se presentan los resultados de la cantidad y rendimiento del
pileo y estipite obtenidos por separado, utilizando Unicamente metanol como
disolvente. Se puede observar que el extracto del pileo presenté el mayor

rendimiento expresado en porcentaje, comparado con el extracto del estipite.

Tabla IV. Rendimiento en porcentaje de los extractos obtenidos por

maceracion.
Parte Disolvente Muestra (g) Extracto (g) | Rendimiento %
Pileo MeOH 103.78 5.25 5.05
Estiite MeOH 103.78 2.27 2.18

7.12. Toxicidad de los extractos obtenidos por maceracion

La mortalidad obtenida al evaluar el extracto de la parte del estipite en
larvas nauplio de A. salina, present6 un valor de CLso >100 pg/mL, por lo que
mostré un efecto negativo de toxicidad, de acuerdo con el criterio previamente
establecido. Sin embargo, al evaluar de manera conjunta estos dos extractos
(pileo/estipite) se obtuvieron valores de CLso <100 pg/mL, por lo que produjo un
efecto positivo de toxicidad de acuerdo con este criterio.

Esto mismo ocurrio con el extracto obtenido de la parte del pileo, al producir
la mayor mortalidad en larvas de A. salina, al presentar valores de CLso <100
pg/mL y producir un efecto positivo de toxicidad como se muestra en la tabla V.
Los dos testigos negativos utilizados en los ensayos mostraron el 100% de

supervivencia.
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Tabla V. CLso + Error Estandar de los extractos de R. olivacea en A.salina.

Extractos CLso (pg/mL)
Pileo/Estipite 90.4466+33.5633 *a
Pileo 58.8738+49.2611 *a
Estipite 178.6460+6.7782 *a
Los valores con una letra en comun no son significativamente diferentes, de acuerdo con la prueba
de Tukey.

En la prueba estadistica de Andlisis de Varianza (ANOVA) se observo que
no existen diferencias significativas (F=3.212; p=0.076; gl=2) de la mortalidad
causada en A. salina para los tres extractos evaluados. Mientras que la prueba de
Tukey no indico grupos distintos, los cuales resultaron tener un indice mortalidad

diferente entre si.

7.13. Toxicidad de las fracciones obtenidas del pileo

Con base a los resultados de toxicidad obtenidos del extracto del pileo,
donde se separaron los constituyentes quimicos y se corrieron por cromatografia
en placa preparativa, tres fracciones distintas, con el propésito de profundizar en la
busqueda de aquellos compuestos organicos toxicos.

En la tabla VI se presenta el valor de CLso de la fraccion |, ensayada en A.
salina, la cual present6 valores <100 pg/mL, por lo que se considerd téxica.

Sin embargo, la fraccién Il y Ill presentaron valores de ClLso que son >100
pg/mL por lo que no fueron consideradas téxicas. Los dos testigos negativos
utilizados en los ensayos mostraron el 100% de supervivencia.

Tabla VI. CLso + Error Estandar de las fracciones de R. olivacea en A.salina.

Fracciones CLso (ug/mL)
Fraccion | 40.9990+50.2274 *a
Fraccion Il 154.5624+49.8030 *a
Fraccion Ill 156.4218+36.5092*a
Los valores con una letra en comun no son significativamente diferentes, de acuerdo con la prueba
de Tukey.
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En la prueba estadistica de Analisis de Varianza (ANOVA) se
observo que no existen diferencias significativas (F=2.069; p=0.169; gl=2) de la
mortalidad causada en A. salina para los tres extractos evaluados. Mientras que la

prueba de Tukey no indicé grupos distintos, los cuales resultaron tener un indice
mortalidad diferente entre si.
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8. DISCUSION

El reconocimiento y determinacion taxondémica de las especies del género
Russula en México es complicada debido a la carencia de estudios taxonémicos
gue ayuden a elucidar la diversidad real de estos organismos (Kong, 1998) ya que
en su mayoria, estos estudios estdn basados en la micobiota de paises europeos.
A esto se incorporan algunas otras diferencias importantes como las variedades,
que presentan numerosos caracteres morfoanatémicos para este género.

En R. olivacea, la coloracién tiende a ser muy variable, y en algunas
poblaciones de México y E.U.A. presenta colores purpura-violaceo mientras que
en distintas partes del mundo presenta tonos verde-olivo que es de donde parte el
nombre de la especie (Kibby, 1993).

La coloracién también esta relacionada con la estacién del afio en que se
presenta la fructificacion, el tipo de sustrato, los factores climaticos y/o el
hospedero con el que se asocia para formar micorrizas, ya que se ha observado
que no siempre crece asociado a A. religiosa, sino que también a algunas
especies de Pinus y Quercus (Richard, 2004).

Por otra parte R. olivacea es una especie en la que ha prevalecido la
incertidumbre acerca de su toxicidad, misma que ha estado asociada al estado
crudo o mal cocido, consumido por los habitantes de las distintas poblaciones de
nuestro pais y del mundo (Lonati, 1996, Mazza, 2000 y Ternano, 2002).

Particularmente para México, Guzman (1984) la reconoce como comestible
para el Distrito Federal, de la misma forma que Montoya et al., (2002) para el
estado de Tlaxcala y Chanona (2007) para el estado de Chiapas. Sin embargo,
para Kong (2003) es de comestibilidad dudosa en el Parque Nacional la Malinche
en el estado de Tlaxcala.

Hernandez (2007) es quien reporta por primera vez la posibilidad de
tratarse de un hongo téxico, el reporte lo realizé en el mismo lugar donde se
recolecté el material trabajado en el presente estudio. Es considerado un “hongo
loco” que produce malestares estomacales; este micetismo es referido como

“sindrome gastrointestinal” por Gennari (2000).
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Partiendo de dichos estudios, se buscé obtener dos tipos de extractos; por
Soxhlet y por maceracion, utilizando distintos disolventes, con la finalidad de
conocer, si la toxicidad de los compuestos evaluados en A. salina dependia del
grado de polaridad o temperatura a la que fueron sometidos los compuestos
organicos de acuerdo con el método propuesto por Foiera et al., (1993) mismo que
se ajusto a R. olivacea sin presentar ningun problema.

Los resultados de estos andlisis indican que el extracto obtenido por
maceracion manifestdé un efecto toxico dependiente de la concentracion del
extracto principalmente registrado en la parte del pileo; posiblemente debido a que
en esta parte del carpé6foro es en donde se aloja la mayor cantidad de metabolitos
secundarios producidos, de la misma forma que es referido por Shultes (2000)
quien trabajo con especies catalogadas como toxicas dentro de los géneros de
Amanita, Boletus, Hebeloma, entre otros.

Mientras que para el caso del extracto en Soxhlet no hubo efecto toxico,
muy posiblemente debido a que en el equipo Soxhlet, al utilizar calor, descompone
algunas de las sustancias quimicas que puedan ser termolabiles. Esta
caracteristica es reconocida por autores tales como (Foiera et al., 1993 y Ternano,
2002), por lo que se requiere realizar a futuro mas estudios con esta misma clase
de extractos y con otros bioensayos que permitan descartar su “no toxicidad” lo
cual permitira ampliar el conocimiento de éstos y sus efectos.

Por otro lado, se identific6 que el compuesto predominante por
espectroscopia de RNM de 3C es un monosacarido correspondiente al manitol,
este compuesto se encuentra ampliamente distribuido en los hongos
macroscopicos y su funcién es la de actuar a nivel fisiologico en el ser humano ya
gue no puede ser absorbido por el intestino delgado y consecuentemente
incrementa la excrecion de agua y Na*, lo que disminuye el volumen de fluido
extracelular (Fraser y Arief, 1985). Por lo anterior, se puede asumir, que si bien
este compuesto no es toxico, muy posiblemente explique la razén de que en casos
esporadicos el consumo en grandes cantidades de ingesta, de este hongo pueda

desencadenar el micetismo llamado “sindrome gastrointestinal”’, ya que a altas
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concentraciones se ha comprobado que el manitol por via oral, actta como
diarréico osmdtico (Trigos, et al., 1999 y Hernandez, 2007).

La identificacién de los compuestos toxicos resultantes en la fracciéon I, no
se determinaron debido a la poca cantidad de muestra analizada, sin embargo, en
el espectro de RNM de 3C mostr6 sefiales entre las 7 y 8 ppm, caracterizados
como compuestos aromaticos. En principio se pensé que podia tratarse de un
flavonoide, pero con base a la revision bibliogréfica se descartd la posibilidad de
ser el compuesto organico responsable de otorgarle la toxicidad a R. olivacea, por
lo que se recomienda hacer una investigacién a futuro mas minuciosa sobre la
bdsqueda de los compuestos quimicos, a fin de concluir con la identificacion de
dichos compuestos.

Independientemente a los resultados obtenidos, podemos asumir que son
escasos los estudios y por ende la informacién que se tiene acerca de los
metabolitos secundarios del género Russula (Shultes, 2000), sin embargo, los
terpenoides, especificamente a los sesquiterpenos y esteroles como el ergosterol
son los compuestos organicos mas comunmente hallados en este grupo de
hongos (Cancela, 1995 y Fraga, 1998), justificando la raz6n de que hasta el
momento no se ha demostrado que estos mismos puedan causar toxicidad
(Martinez, 2002).

No obstante, no podemos dejar de lado las otras razones por las que se
pueden presentar casos de toxicidad por la ingesta de hongos; debido a que no
solamente el hongo como tal puede producir un dafio, sino que existen diversas
situaciones tales como son; la edad y susceptibilidad del individuo que lo
consume, asi como también las cantidades abundantes y el consumo repetitivo de
este; sin olvidar la caracteristica propia de nutriciébn que tienen los basidiomicetos
para absorber metales pesados altamente téxicos como son el (As, Hg, Cd, entre
otros) (Cocchi, 2005).

Cabe resaltar que para el género Russula, no existen especies
particularmente mortales como ocurre en otros géneros flngicos bien conocidos a
pesar de que estan incluidas en un gran numero de especies donde su naturaleza

es incierta, es decir se desconoce tanto su comestibilidad como su toxicidad, pero
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también existen algunas especies de este género que son ampliamente utilizadas
para consumo alimenticio en la mayor parte de la Republica Mexicana como son:
R. brevipes, R. delica, R. cessans, R. cyanoxantha, R. flavida, R. pulcra, R.
virescens y R. vesca (Kong, 2003, Hernandez, 2008 y Jiménez, 2008).

Finalmente es importante mencionar, que este tipo de estudios contribuyen
a validar la toxicidad de especies consideradas como “sospechosas” o incluso de
aquellas que son totalmente desconocidas en cuanto a su comestiblidad, asi como
identificar aquellos compuestos responsables de dicha actividad.

La mayoria de los compuestos quimicos que se conocen actualmente, han
sido aislados a partir de plantas, no siendo asi el caso para los macromicetos, que
son uno de los grupos menos estudiados desde este punto de vista y que, sin
embargo, ofrecen un amplio potencial para la obtencion de nuevos compuestos

con actividades biolégicas (Brizuela et al., 1998).
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9. CONCLUSIONES

La identificacion precisa de R. olivacea se logr6 tomando caracteres
precisos, tanto macroscépicos como microscopicos en colaboracién con un
especialista en este género.

La prueba estadistica de ANOVA realizada en los cuatro extractos (Soxhlet)
evaluados, expresa que si existen diferencias significativas entre la mortalidad
causada en A. salina y los testigos negativos. De acuerdo a los valores obtenidos
de CLso >100 pg/mL. sugieren que muy posiblemente R. olivacea posee
sustancias termolabiles que se alteran al ser expuestas a altas temperaturas.

La prueba estadistica de ANOVA realizada en el extracto por maceracion,
expresa gue no existen diferencias significativas entre la mortalidad causada en A.
salina y los testigos negativos Los valores obtenidos de ClLso <100 pg/mL
confirman parte de la informacion contenida en la literatura, donde se plantea que
R. olivacea en estado crudo es toxica, lo que permite evidenciar que esta
relacionado con el tipo de sustancias quimicas que se lograron arrastrar por medio
de esta extraccion.

La prueba estadistica de ANOVA realizada en las tres fracciones, expresa
gue no existen diferencias significativas entre la mortalidad causada en A. salina y
los testigos negativos.

Las sefiales registradas por el espectrometro de RMN, no fueron
determinantes para concluir que se tratara de un compuesto puro, por lo que se
recomienda hacer una investigacion minuciosa a futuro, a fin de concluir con la
identificacion de este tipo de compuestos quimicos.

La sustacia organica predominate que fue identificada en R. olivacea se
trata del manitol, este compuesto organico no es téxico, no obtante, las grandes
cantidades de ingestién por via oral de dicho compuesto, si esta comprovado de

actuar como diarreico osmatico en el ser humano.

-43 -



Esta investigacion, no es concluyente por lo que no se puede recomendar
el consumo de R. olivacea en la region donde se obtuvieron los cuerpos
fructiferos.

Este tipo de estudios sustentan las bases para conocer los efectos tdxicos
de los macromicetos y profundizar en la busqueda de los metabolitos
responsables de otorgarles dicho efecto, considerando el amplio niumero de

especies donde existe incertidumbre sobre su consumo alimenticio.
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