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Resumen

El presente trabajo de investigacion describe los resultados obtenidos del estudio biolégico y
fitoquimico parcial del extracto del extracto en etanol del cuerpo fructifero Hexagonia hydnoides
presente en el bosque del municipio de Coloso departamento de Sucre demostré de forma
cualitativa tener metabolitos tipo: terpenos, aminoacidos, flavonoides, taninos, cardenolidos,
Leucoantocianinas y esteroles. EI hongo en cuestion muestra caracteristicamente la presencia de
azucares reductoras por el ensayo con el reactivo de Benedic Usando la histoquimica como
herramienta de apoyo para ratificar los compuesto presentes en el macrohongo.ademas muestra
gue no tiene ninguna accion toxica sobre los nauplios de Artemia salina. Siendo este el segundo

reporte de esta especie en cuanto a su constitucion quimica en el departamento de Sucre.

Palabras claves: fitoquimica, histoquimica, nauplios, macrohongo
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Abstract

The present research work describes the results obtained from the biological and partial
phytochemical study of the extract of the ethanol extract of the fruiting body Hexagonia
hydnoides present in the forest of the municipality of Coloso. Department of Sucre showed
qualitatively metabolites: terpenes, amino acids, flavonoids , tannins, cardenolides,
Leucoanthocyanins and sterols. The fungus in question characteristically shows the presence of
reducing sugars by the test with Benedic's reagent Using histochemistry as a support tool to
ratify the compounds present in the macrohongo. It shows that it has no toxic action on the
nauplii of Artemia salina. This being the second report of this species in terms of its chemical

constitution in the department of Sucre.

Key words: phytochemistry, histochemistry, nauplii, macrohongo
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Introduccion

Los hongos son un recurso natural muy poco explorado, con un auge de estudios por sus
actividades medicinales y nutricionales. ( Ellis, et all., 2007; Lee et al., 2012). Por esta razon es
importante generar el conocimiento sobre los macro - carpoforos presentes en el bosque seco

tropical del departamento de Sucre.

La introduccion de este concepto “hongo con accion terapéutica” en el continente americano
es relativamente nuevo y en Colombia ain méas desconocido. El sistema de interaccién con el
conocimiento oriental sobre las diferentes actividades biol6gicas obtenida atreves de la historia,
motivé a la etnomicologia, para la indagacion sobre el uso de hongos en nuestro continente.

(Carod-Artal, F. J. 2015)

Dentro de los procesos establecidos por la medicina, y la industria alimentaria existen
diferentes especies de hongos para el tratamiento de patologias en los seres humanos como,
Ganoderma lucidum, Ganoderma planatum, Amanita caesaria, entre otros. De los cuales uno de
los descubrimientos mas importantes y  reconocidos fue la penicilina, sustancia secretada por

diferentes especies del genero Penicillius a nivel mundial.

Colombia tiene una la diversidad biolégica méas grande del mundo, por lo cual el trabajo
cientifico se encamina en el conocimiento quimico de diferentes individuos de especies.

Teniendo en cuenta de esto el reino hongo es uno lo mas desconocido en nuestro pais, dando
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oportunidades para aumentar el estudio y aprovechamiento de las caracteristicas medicinales qué
pueden ofrecer con el fin de tratar multiples enfermedades (Ruiz, 2008). EIl bajo nivel de
conocimiento de este enorme grupo de fungis, como lo son los macro-hongos en el departamento
de sucre, nos lleva a reflexionar que hacer para poder contribuir sobre el conocimiento y
acciones contra restantes de ellos en el ambiente natural de nuestros bosques. También la
utilizacion de estos como fuente econdmica y medicinal para mejorar el saber cientifico y el

reconocimiento de nuestro departamento a nivel mundial.

Los estudios realizados con hongos en nuestro departamento estan basado en la busqueda de
especies y su taxonomia, como lo demuestra la investigacion de tesis realizada por estudiantes de
biologia de la universidad de Sucre, donde confirman la presencia del macro - hongo Hexagonia
hydnoides. (Lombana-alvarez, p., et al., 2016) De amplia distribucion en el tropico y en muchos

departamentos de Colombia (Franco-Molano et al., 2005).

En el departamento de sucre el conocimiento de la quimica de hongos presentes en el bosque
tropical seco es desconocido, lo que permite el estudio de cualquiera de las especies presentes.
Contribuyendo para el conocimiento cientifico de nuestros bosques, y creando nuevas
alternativas para a utilizacién de organismos como fuentes medicinales y comestibles. Dando
una gran oportunidad de crecimiento econdémico y cultural, con nuevos proyectos productivos
desde el conocimiento de metabolitos presentes en los hongos; también daria bases
fundamentadas para aumentar las herramientas de control dentro de las zonas boscosas del

departamento de Sucre, con el fin de contribuir a la conservacién de flora y fauna.

Lo que permitiria responder los siguientes interrogantes ;Qué tipo de metabolitos

segundarios hacen parte del cuerpo fructifero Hexagonia hydnoides?; ;Seran estos metabolitos
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detectable por técnicas histoquimicas?; ¢Mostraran efecto toxico frente a nauplios de Artemia

salina?

Objetivos

General
v Reconocer la quimica preliminar y determinacion de la concentracion letal CLso en el extracto

etanolico del carpoforos seco Hexagonia hydnoides.

Especificos
v Realizar cortes histolégicos para caracterizar los metabolitos primarios y secundarios en el

cuerpo fructifero seco de Hexagonia hydnoides, por medio de histoquimica.

v Determinar cualitativamente los metabolitos primarios y secundarios presentes en el extracto

total etandlico del cuerpo fructifero seco de Hexagonia hydnoides.

v Determinar la concentracién letal CLso en el extracto etandlico del Hexagonia hydnoides con el

bioensayo con Artemia salina.



15

Marco teorico

Generalidades de hongos

Los hongos son organismos filamentosos sin cloroplastos, por lo cual no generan fotosintesis
para la creacion de los nutrientes necesarios para su supervivencia. Se conoce que los hongos
generalmente Son parasitos de otras seres vivos como las plantas y animales de los cuales
absorben lo necesario para su nutricibn Aunque es menos comun en animales; a través de su
pared excretan enzimas que descomponen los tejidos de sus hospedadores en sustancias sobre las

que crecen absorbiendo los nutrientes necesarios para su propio crecimiento (Oyola, 2004).

La caracteristica que une principalmente a los hongos es ser heterotrofos; lo que indica que no
pueden crear su propio alimento y dependen de la materia organica en otros organismos para su

supervivencia (Sierra, B. E. G., 2008).

Ramirez Aristizabal, L. S., & Arango Londofio, A. M. 2017 dicen que “Los macromicetos
son un grupo muy diversos y de gran importancia en la naturaleza debido a su papel dentro

del ciclo del Carbono, y en la degradacion de materiales recalcitrantes”. (pag 2)

Los hongos se pueden clasificar por la forma de obtencidn de sus nutrientes en dos grupos
principales, Un grupo, los simbiontes parasitarios y mutualistas, obtiene sus nutrientes de forma

eficaz de los organismos vivos (Sanchez - Fernandez, et al., 2013). EIl segundo grupo, los
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sapotrofos, tiene la capacidad de convertir la materia organica de organismos muertos en los

nutrientes esenciales necesarios para apoyar su crecimiento ( Fracchia, S., 2002).

Es este segundo grupo el que nos Interesa, ya que este colectivo de organismos tienen la
produccién principal de sustancias por la descomposicion de lignina, celulosa. Sin embargo,
independientemente de esta clasificacion, durante el Ciclo de vida fangico se puede delinear
claramente produccion de determinados metabolitos (metabolitos primarios y secundarios) como

(Kavanag, 2011).

Stella, R. A. L., & Maria, A. L. A (2017) dicen que “se estima que el reino Fungi esta
constituido por 1.5 millones de especies, solo 70.000 de ellas han sido descritas, cerca del 50%
de las especies de hongos existentes son comestibles en diferentes grados, y de los hongos

descritos a nivel mundial, alrededor del 32% corresponden a hongos Basidiomicetos” (pag 85)

El reino fungi ha sufrido muchas variaciones con respecto a su clasificacion a través del
tiempo. Tienen una clasificacion de acuerdo al tamafio de su carpoforo conocidos como macro -
hongos y micro — hongos. (Guzméan 2009). De acuerdo a (Carrillo, 2003; Suéarez, 2010) los
macro — hongos son aquellos capaces de formar estructuras visibles con forma definidas. Esta
estructura de tamafio considerable para la vista del ser humano pueden ser consideradas cuerpos
fructiferos, setas, carpoforos, dando una caracteristica general para la division en el orden
ascomicetes y basidiomicetes ademas de otras caracteristicas como lo son los tipos de esporas

producidas por cada uno de estos drdenes.
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Basidiomicetes

Se caracteriza principalmente por tener basidios, que son el lugar de produccién de esporas
conocidas como “basidio esporas”. Una actividad importante realizada por este tipo de hongos,
es la descomposicion de madera o derivado de la lignina y celulosa teniendo en cuenta que son
capaces de producir celulasa y enzimas catalizadoras de lignina y celulosa para utilizarla como
fuente de energia por medio de la descomposicion del carbono. Generalmente este proceso se le
Ilama podredumbre de la madera de la cual existen dos tipos una de color marrén que cuando
solamente se degrada la celulosa y una blanca que es cuando se degrada la lignina con La

Celulosa de manera eficiente. (Suarez Arango, 2010).

Los basidiomicetos presentan una reproduccion asexual que se da por esporas exdgenas
(conidios o conidio esporas). Con aproximadamente unas 64000 especies la Division (phylium)
mas grande del Reino Fungi, ya que pueden ser unicelulares y tal6fitos. (Starr, Taggart, Evers, &

Starr, 2006).

Polyporaceae

perteneciente al orden poliporales de la division Basydiomicetes, que se caracteriza por
esporas amiloide y dextrinoides, hifas amiloides y dextrinoides, cuerpo fructifero mas o menos
estipitados, cuerpo fructifero resupinado o aplanado pileado, generalmente unidos. (Ryvarden.

L., 1985). Dentro de los genero presentes en esta familia, el género Hexagonia se encuentra
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reportado en el bosque seco tropical del departamento de Sucre, con un gran nimero de cuerpos

fructiferos de la especie Hexagonia hydnoides (Lombana et al., 2016).

Dentro de esta familia se encuentra una gran diversidad de especies representantes
mundialmente conocidos como altos potenciales de medicinas para distintas enfermedades como
lo son Trametes versicolor , Cerena unicolor, Trametes orientalis, Picnosporus sanguineo entre

otros.

Hexagonia hydnoides

Es Basidiocarpo anual, pileado-seésil, de habito gregario, consistencia correosa a corchosa, con
un tamafio de 40-120x40-60x5-10 mm. Pileo dimidado, en forma de abanico, plano, de color
café obscuro a negro; superficie hispida, con pelos rigidos hasta de 5 mm de longitud, zonado,
café oscuro a negro, con algunas zonas purpura negro; margen agudo, ondulado y esteéril.
Himendforo poroide, de color café claro; poros 3-6 por mm, circulares, de bordes gruesos y lisos
u ondulados; tubos café gris claro, hasta de 3 mm de profundidad, no estratificados. Contexto
café claro, de 1.5- 3 mm de grosor, simple y fibroso. Habitat: Crece sobre madera muerta y

ocasiona pudricién blanca. (Pompa, 2011).

Productos naturales

Los metabolitos Son compuestos que se encuentran en diferentes seres vivos como lo son los
lipidos, nucledtidos, aminoacidos y acidos organicos; en los hongos, el sistema de nutricion
heterotrofa influye en la obtencion de estos nutrientes, por parasitacion o simbiosis; tomando las
moléculas necesarias para el crecimiento y desarrollo de sus cuerpos fructiferos en el caso de los

macromicetes. Los metabolitos primarios son aquellos que se forman durante la fase primaria del
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crecimiento del organismo quimicos, mientras que un metabolito secundario es el que se forma
cerca del final de la fase de crecimiento, frecuentemente, en la fase estacionaria, o también se
puede dar para la defensa del organismo como reaccion a la interaccion con el medio (Wade L.
G., 2004). Por derivacion de los metabolitos primarios se dan otros metabolitos, los cuales son

considerados como metabolitos secundarios. (Baez, 2010).

La sintesis de metabolitos secundarios esta influenciada por periodos de estrés o desarrollo de
fios seres vivos Yy se clasifican en cuatro grupos segun su biogénesis o ruta metabolica de origen
de los cuales encontramos, alcaloides, policetidos, terpenos o terpenoides, los fenilpropanoides o
fenoles. En macromicetos se han descrito muchisimas propiedades nutricéuticas de los
macromicetos, como sus propiedades anticancerigenas y antitumorales, entre otras. Dado que la
produccién de hongos por cultivo tradicional y la extraccién de los metabolitos bioactivos en
algunos casos son muy dispendiosas, la biotecnologia es fundamental para el desarrollo de
técnicas rentables y productivas para la obtencion de estos metabolitos. (Arango, C. S., & Nieto,

1. J. 2013).

Los metabolitos secundarios son un gran producto natural que cientificamente estudiados
proveen a la humanidad de herramientas para la comodidad y salud de la vida diaria de cada
individuo como son (fibras, gomas, pegamentos, aceites, saborizantes, drogas y perfumes,
medicinas). Los metabolitos secundarios pueden ser divididos en tres grandes grupos:

compuestos polifenolicos; Terpenoides; y compuestos heterociclicos (Baez, 2010).
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Histoquimica

Es la aplicacion del conjunto de conocimientos de tincion quimica para la presencia
preliminar de metabolitos primarios y secundarios en tejidos de seres vivos. Esta lleva consigo el
conocimiento y diferenciacion de tejidos en los diferentes organismos (HISTOLOGIA) desde su

estructura microscopica hasta la macroscopica. (Flores, L., & de los Angeles, M. 2016).

La histoquimica de hongos es un conjunto de técnicas usadas para mostrar cualitativamente la
presencia de metabolitos primarios y secundarios en las diferentes hifas; esto se usa en
macromicetes, dando una corroboracién a las pruebas quimicas de tincién y precipitacion usadas
para el producto de la interaccién de distintos compuestos metabolitos primarios, los cuales son
precedentes de los metabolitos secundarios, usados en la actualidad como fuente de alimentacion
y medicina para los humanos, animales e incluso plantas ( Pearse, A. G. 1960) citado en

Ontiveros-Tlachi., et all., 2014)
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Antecedentes

Genero hexagonia

Dentro de este género se encuentran muy pocos estudios en la investigacién del marco quimico de
especies y sus actividades biolégicas como (Jiang, et. al.,, 2009) aislaron once nuevos
ciclohexanoides oxigenados, especiosinas A-K (1 — 11 ) y aporpinona A ( 12 ) de cultivos de
caldo del basidiomiceto Hexagonia speciosa .(Jiang, et. al., 2011) aislaron Nueve
ciclohexanoides oxigenados, speciosins L-T (1-9), junto con nueve analogos conocidos, se
aislaron del basidiomiceto Hexagonia speciosa, ( DU, et al., 2012) aislaron 11 compuestos e
identificados de hexagonia speciosa.( Umeyama, A., et al., 2014) reportaron tres nuevos
compuestos Antitripanosomidsicos, hexatenuins A-C (1-3), fueron aislados del cuerpo
fructifero de Hexagonia tenuis. (Guerrero-Vasquez, et al., 2014) realiza la primera sintesis total
de speciosins P y G, previamente aislada de Hexagonia speciosa. (Thang, TD et. al., 2015)
realizo una investigacién quimica de los cuerpos fructiferos de Hexagonia apiaria dio como
resultado la identificacion de nueve compuestos, incluidos cinco nuevos triterpenoides. Los
constituyentes purificados se examinaron por su actividad antiinflamatoria; estos compuestos
tienen actividad significativa en anti-inflamatorio. (Carvalho & WOD , 2017) realizaron la
evaluacion del extracto (Trametes lactinea y Hexagonia glabra) y de sus consorcios frente a las
bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Proteus vulgaris, “En general, todos los
microorganismos fueron sensibles a los metabolitos producidos por los hongos Trametes lactinea
y Hexagonia glabra, Cabe resaltar que hubo una interaccidn sinergética entre los extractos
evaluados, este que fue potenciado en mas del 100% de actividad frente al microorganismo

Proteus vulgaris”. (pag 1)
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Hexagonia hygnoides

(Lyra, E. S., et al., en 2009) realizaron un estudio para evaluar la la biodegradabilidad de
tintes sintéticos utilizados en la industria textil por Basidiomycetes recolectados en bosques del
Bosque Atlantico de Pernambuco, Brasil. Donde H. hydnoides y T. membrancea fueron las

Unicas especies capaces de degradar todos los tintes.

(Rosa, L. H., et. al., 2009) realizaron el screening de diferentes basidiomicetes con su
actividad antibacterial, donde hexagoniy hygnoides tuvo relevancia en el resultado.  (Kalyoncu,
et al., 2010) realizaron la actividad antioxidante y antimicrobial de 10 especies de hongos, entre
ellos Hexagonia demostrando que estos 10 macrofungi silvestres tienen potencial como

antioxidantes y antibioticos naturales.
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Metodologia

Zona de estudio

La muestra de la especie del hongo Hexagonia hydnoides se realizé6 en la Estacion
Meteoroldgica de CARSUCRE, localizada en las estribaciones de la serrania de Coraza-Montes
de Maria, situada en el municipio de Coloso (9° 29’ N; 75° 21 O), en la planicie del litoral del
Caribe colombiano y localmente recibe el nombre de Montes de Maria (figura 1). Presentando un
clima célido y seco; dado que no existe un relieve montafioso que incida significativamente sobre
la temperatura. Se realizd por Paola Lombana y colaboradores en la tesis de grado, lo que se
puede ver expuesto en el articulo Nuevos registros de macromicetos para Colombia publicado en

el afio 2016.

Preparacion del material vegetal

La muestra colectada paso por el proceso de lavado con agua destilada para remover material
vegetal y otras impurezas que interfiriera con los resultados. Luego, los carpoforos fueron
secados en un horno industrial a temperaturas de 50 a 60 °C por un periodo promedio de 24 a 48
horas. Una vez secas se procedid a realizar molienda de todo la seta en un molino, para

finalmente tamizar el material vegetal (Maya namero 60).
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Identificacion taxonomica del material vegetal

Los espécimen fueron proporcionado por los estudiantes Paola Lombana y Luis F. Chamorro,
tesistas del area de micologia Universidad de Sucre, estos fueron identificadas y corroboradas

con la ayuda de la doctora Ana E. Franco Molano de la universidad de Antioquia.

Estudio quimico

Obtencidn de extracto total etandlico. El extracto total en etanol se obtuvo a partir de 200
gramos de hongo seco, molido y tamizado. La extraccion se realizd por Reflujo durante un
periodo de 72 horas. Luego el extracto se filtr6 y concentr6 a presion reducida en rota-
evaporador, para almacenarlo a temperatura ambiente; este se usé para realizar la marcha
quimico de metabolitos primarios y metabolitos secundarios en el laboratorio de productos

Naturales de la Universidad de Sucre. (Carpio y Estrada, 2016).

Histoquimica

Para determinar cualitativamente la presencia de metabolitos en el cuerpo fructifero, se
hicieron cortes transversales para acaparar la mayor cantidad de hifas y zonas del hongo,
tomando aquellos que mostraron con claridad resultados positivos, aplicando la metodologia

descrita por (Johansen, 1940) y (Demarco, 2015).
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Ensayo para la determinacion de celulosa (Azul de toluidina). Se toma un corte transversal
y se le adiciona una gota del reactivo azul de toluidina, pasado un minuto se remueve el
exceso del reactivo con agua destilada, posterior mente se realiza el montaje con el cubre y
porta objetos para luego ser observado en el microscopio. Color azul para celulosa, azul

turquesa lignina, y morado, azul-lila o rosa-violeta para hemicelulosa.

Deteccion de almidon (Lugol). Se toma un corte transversal de macromiceto, y se le adiciona
una gota de lugol, se remueve el exceso del reactivo con agua destilada, posterior mente se
realiza el montaje con el cubre y porta objetos para luego ser observado en el microscopio. Se

observa una coloracién azul dentro de las vacuolas.

Deteccidn de lipidos. Se toma un corte transversal y se le adiciona una gota sudan 111, pasado
3 minutos se remueve el exceso del reactivo con etanol al 70%, posterior mente se realiza el
montaje con el cubre y porta objetos para luego ser observado en el microscopio. Positivo si

se observa la presencia de gotas de grasa color rojo o amarillo.

Determinacion de Mucilago y Pectina. Se toma un corte transversal y se le adiciona una
gota de acido tanico, pasado 20 minutos se remueve el exceso del reactivo con agua destilada,
posterior mente se agrega una gota de FeCls, después de 5 minutos se remueve el reactivo con
agua destilada y se realiza el montaje con glicerina para luego ser observado en el

microscopio. hifas que tengan coloracion negra indican resultado positivo para este ensayo.



26

Lignina. Se realiza un corte transversal, después se adiciona unas gotas de sudan I1l, después
de 3 minutos remover el exceso del reactivo con etanol al 70%, "posterior mente se realiza el
montaje con agua destilada y se observa al microscopio. Positivo para la presencia de gotas de

aceites en las hifas.

Saponinas. Se realiza un corte transversal, despues se adiciona unas gotas de H2SOa, remover
inmediatamente el exceso del reactivo con agua destilada, “posterior mente se realiza el
montaje con agua destilada y se observa al microscopio. Presencia de coloracion amarilla

indica resultados positivos.

Determinacion de compuestos fenolicos. Se toma un corte transversal y se le adiciona una
gota FeCls, pasado un minuto se remueve el exceso del reactivo con agua destilada, posterior
mente se realiza el montaje con el cubre y porta objetos para luego ser observado en el

microscopio. Resultado es positivo para aquellos tejidos que toman un color castafio o negro.

Determinacion de Terpenos. Se toma un corte transversal y se le adiciona una gota de la
combinacion de los reactivos Baljet A y Baljet B, pasado un minuto se remueve el exceso del
reactivo con agua destilada, posterior mente se realiza el montaje con el cubre y porta objetos
para luego ser observado en el microscopio. las hifas que tengan presencia de sustancia del

tipo terpeno tomaran una coloracion naranja o amarillo.

Determinacion de taninos. Se toma un corte transversal y se dejan sumergidos en una

solucién que contiene 1 mL de HCI y 1 mL de N-Butanol por 5 minutos, luego se remueve el
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exceso de la solucion con agua destilada, posterior mente se realiza el montaje con el cubre y
porta objetos para luego ser observado en el microscopio. Coloracion roja para aquellas hifas

que tengan presencia de taninos.

Determinacién de metabolitos

Para determinar cualitativamente los metabolitos primarios y secundarios presentes, se utilizo
1 gramo de extracto seco en la marcha fitoquimico, aplicando la metodologia para la

determinacion de los metabolitos primarios y secundarios planteada por (Castillo, 2015).

Ensayo para Saponinas. 1,0 mL del extracto en un vial limpio, se le agrego 1,0 ml de perdéxido
de hidrogeno y se agito vigorosamente por 30 segundos. Prueba positiva si hay presencia de

espuma durante un periodo de tiempo corto.

Ensayo para compuestos fendlicos (FeCls). 1,0 mL del extracto metan6lico en un vial limpio,
se agrego 1 gota de FeCls al 1%. Reaccion positiva con cambios de coloracion azul, verde,

violeta u oscura.

Ensayo para flavonoides (Shinoda). 0.5 mL del extracto se adicionaron en un vial limpio que
contenia limadura de Mg, luego se agrego cuidadosamente por las paredes del vial gotas de HCI

37%. La prueba es positiva con la aparicion de colores naranja, rojo, rosa, violeta.

Ensayo para Taninos (Gelatina-Sal). 1,0 mL del extracto en un vial limpio se adicionaron 1,0

mL de la solucion de gelatina-sal 2%. Prueba positiva si hay presencia de precipitado.
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e Ensayo para Triterpenoides y esteroles (Liebermann-Burchard). 0,5 ml del extracto en la
fraccion cloroférmica en un vial limpio, luego se afiaden 0,5 mL anhidrido aceético,
posteriormente se agrega por la pared del vial una gota de acido sulfarico. Reaccion positiva para

las coloraciones azul, verde o violeta.

e Ensayo para la deteccion de Cardenolidos y lactonas a, fp insaturadas. 1,0 mL del filtrado
organico en un vial limpio, se le adicionaron los reactivos de Kedde A y B. La presencia de

colores violetas o purpuras determina la presencia de estas sustancias en los extractos.

e Ensayo para la deteccion de Cumarinas. 1,0 mL del filtrado organico en un vial limpio, se

adicionan 0,5 mL del reactivo Balljet. Ensayo positivo en presencia de precipitado rojo.

e Ensayo para la deteccion de Alcaloides. En 5 viales limpios se adicionaron 0.5 mL del
extracto, posteriormente se adiciona 5 gotas del reactivo por vial (Dragendorff, Meyer, Erlick,

Wagner, Hager). Prueba positiva si hay formacion de precipitado.

Bioensayo en Artemia salina.

Se prepararon concentraciones de 1000, 500, 100 y 10 pg/mL del extracto total etandlico
Hexagonia hydnoides disueltos en dimetilsulféxido (DMSO), realizandose tres repeticiones para
cada concentracion en viales de 10 mL previamente esterilizados. Cada unidad experimental

constd de 10 nauplios de Artemia salina, 50 uL de alimento (levadura), extracto total repartido
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en volumenes de 500 pL, 250 puL, 50 uL y 5 pL para cada concentracioén y completando con agua
de mar artificial un volumen de 5000 pL por vial. El tratamiento control consistié de 125 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO). Después de 24 horas de exposicion se contabilizé y anot6 el nimero
de nauplios muertos de cada unidad experimental, la CLso se calculé mediante el software EPA

probit analisis program version 1.5 (Carpio y Estrada, 2016).
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Resultados y Analisis

Identificacion taxonémica

Los espécimen fueron proporcionado por los estudiantes Paola Lombana y Luis F. Chamorro,
tesistas del area de micologia Universidad de Sucre, estos fueron identificadas y corroboradas
con la ayuda de la doctora Ana E. Franco Molano de la universidad de Antioquia. Lo que se
puede ver expuesto en el articulo Nuevos registros de macromicetos para Colombia publicado en

el afio 2016.

Demostrando asi que la especie es:
Phylum: Basidiomycota

Clase: Basidiomycetes

Subclase: Agaricomycetidae
Orden:Polyporales
Familia:Polyporaceae

Género: Hexagonia

Especie: Hexagonia hydnoides
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Estudio quimico

Obtencion del extracto
Luego de todo el proceso de reflujo y evaporacion se obtuvo 12,3 gr del extracto seco lo cual

equivale al 6.15% de rendimiento.

Histoquimica

Tabla 1

Resultados de la histoquimica en cortes transversales de Hexagonia hydnoides.

Celulosa -
Lignina +
Lipidos +
Compuestos fenolicos -
Saponinas -
Terpenos +

Mucilagenos y pectinas -
Taninos -

Fuente: Diego Arrieta Acosta

Nota: convenciones: (+) presencia, (-) ausencia



Fuente: Diego Arrieta Acosta

Imagen 1

Nota: Corte transversal de Hexagonia hydnoides normal.

Fuente: Diego Arrieta Acosta

Imagen 2

Nota: Deteccion de almiddn con Lugol
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Fuente: Diego Arrieta Acosta

Imagen 3

Nota: Deteccion de lipidos con sudan 111

Fuente: Diego Arrieta Acosta

Imagen 4

Nota: Deteccion de lignina

33



34

Fuente: Diego Arrieta Acosta

Imagen 5

Nota: Determinacién de terpenos

Los resultados obtenidos demuestran que parte de los compuestos reaccionantes en la marcha
fitoquimica también se pueden ver en cortes histoldgicos, teniendo en cuenta que el enfoque
principal de esta técnica en el trabajo se enfoco en los metabolitos primarios como se demuestra
en la tabla 4. También se puede observar la presencia de terpenos en el cuerpo fructifero de
manera histoquimica. Se define como el primer estudio histoquimica en el departamento de sucre

y la costa caribe en esta especie.
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Tabla 2

Presencia de metabolitos primarios de forma culitativa

Glucidos Reactivo de Molish Turbides o +

precipitacion

glucosa, lactosa, Reactivo de Benedic  Turbidez o +
maltosa o celobiosa precipitacion
proteinas, péptidos Reactivo Biuret Turbidez 0o +
cortos precipitacion

Fuente: Diego Arrieta Acosta

Nota: convenciones: (+) presencia, (-) ausencia

La presencia de este tipo de compuesto concuerda con los resultados del estudio realizado por
(Kalyoncu, et. al., 2010) teniendo en cuenta que la reacciéon que pudo suceder para su accion
antioxidante se pudo dar por la presencia de azucares reductoras, las cuales estan presentes en el
extracto etanolico de Hexagonia hydnoides demostrado por la accidn de interaccion del reactivo
de molish y benedic. Siendo este el primer marco quimico preliminar para la presencia de
azucares y proteinas de esta especie en el departamento de Sucre, este resultado se observan
coloraciones diferentes a las establecidad en el protocolo las cuales pueden ser influenciadas por

el color del extracto
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Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios (screening quimico)

Metabolitos Reaccion Resultado
Taninos Gelatina sal Turbidez o +
precipitado
Flavonoides Shinoda Color naranja,
rosado, violeta o
+
turbidez
Compuestos FeCls
fendlicos (taninos vy
) Color oscuro o -
flavonoides) o
precipitado
Aminoéacidos Ninhidrina Color oscuro +
Liebermann Coloraciéon  azul- +
burchard verde, rojo-violeta
Terpenos ylo
Esteroles Salkowski Coloracion  azul- +
verde, rojo-violeta
3 mL de extracto + Color rojo - -
) amarillo con
Quinonas 5 mL de NaOH al

5%+ A

fluorescencia roja

Leucoantocianinas

Acido  clorhidrico

concentrado

Coloracién rojizau +

oscura
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Cardenolidos Reactivo Kedd A + Color naranja a +
Reactivo Keed B rosa
Dragendorff -
Meyer -
Alcaloides Wagner Formacion de -
precipitado 0
Hager .
age cambios de color
Erly -
Erbam -

Fuente: Diego Arrieta Acosta

Nota: convenciones: (+) presencia, (-) ausencia

La presencia de metabolitos secundarios en el cuerpo fructifero de Hexagonia hydnoides es
evidente en los resultados de los ensayos. Demostrando una alta presencia en terpenos,
cardenolidos principalmente. En diferentes recursos expuestos en los antecedentes como se

muestra la investigacién de (Thang, et. al., 2015).

Bioensayo de la concentracion letal 50 en Artemia salina

La reaccion de A. salina frente al extracto etanolico seco del cuerpo fructifero de hexagonia

hydnoides se evidencia en la tabla 3, este ensayo se hizo por triplicado y fue calculada mediante
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el anélisis de regresion Probit en el software de la Enviromental Protection Agency (EPA)

version 1.5.

Tabla 4

Toxicidad en Artemia salina del extracto total en etanol de Hexagonia hydnoides.

Concentracion NUmero de expuestos Numero de respuesta
(ng/mL) (muertos)
0 30 0
10 30 0
100 30 0
500 30 0
1000 30 0

Concentracion letal media (CL50)

Inocuo

Fuente: Diego Arrieta Acosta

Nota: muestras nimeros de nauplios por unidad experimental 10 por triplicado.

El extracto son clasificadas como inocuas con una CL50 de muy por encima de los segun la

clasificacion de toxicidad hecha por el CYTED (Meneses y Rivera, 2014).

Estos resultados evidencian que los compuestos no son toxicos en nauplios de Artemia s.
conduciéndonos a indagar dicho efecto en otros organismos modelos y con otro tipo de

bioensayos de toxicidad para demostrar bien si es nula. Esto con el fin de poder realizar
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investigaciones a futro que puedan dar soluciones quimicas a distintas probleméticas, como

enfermedades y emprender un camino a su utilizacion.
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Conclusiones

Después de realizar todos los ensayos propuestos para esta investigacion se puede concluir:

e La especie Hexagonia hydnoides presente en el bosque del municipio de Coloso
departamento de Sucre demostré de forma cualitativa tener metabolitos tipo: terpenos,
aminnocidos, flavonoides, taninos, cardenolidos, Leucoantocianinas y esteroles. Siendo este
el segundo reporte de esta especie en cuanto a su constitucion quimica en el departamento de

Sucre.

e El hongo en cuestion muestra caracteristicamente la presencia de azucares reductoras por el

ensayo con el reactivo de Benedic.

e Este es el primer estudio histoquimica realizado en un macrohongo para el departamento de

sucre como lo es Hexagonia hydnoides.

e La presencia de metabolitos en los cortes histolégico por tincion apoyan la determinacion

cualitativa de terpenos realizada por marcha fitoquimica.

e El reporte de la presencia de terpenos en el cuerpo fructifero de Hexagonia hydnoides ratifica

los estudios realizados en diferentes especies del mismo género.

e El extracto en etanol del cuerpo fructifero de Hexagonia hydnoides no presenta actividad

toxica sobre los nauplios de Artemia salina.
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Recomendaciones

> Realizar fraccionamiento quimico y estudios de disulidacion de metabolitos secundarios.
> Realizar bioensayo de actividad antioxidante.
> Realizar otro tipo de ensayo bioldgico para medir la toxicidad del compuesto y sus

fracciones.
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Anexo A. Resultado del screening quimico preliminar del extracto etanolico del cuerpo

fructifero seco Hexagonia hydnoides.

Metabolitos

Resultados cualitativos de forma positiva

Taninos
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Flavonoides

Cumarina

Terpenos
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Cardenolidos

Leucoantocianinas




