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.- INTRODUCCION

Se estima que existen alrededor de 3.5 a 5.1 millones de especies de hongos en el
mundoyde las cuales se han descrito cerca de 97, 861, México posee el 6% a nivel mundial,
con 4, 500.especies macroscopicas y 2, 000 de microscépicas registradas (Aguirre et al.
2014; Guzman, 1995) (Fig. 1). Los macrohongos o también llamados macromicetos, se
caracterizan por,1a capacidad micelial de formar cuerpos fructiferos notables, estructuras que
constituyen la parte~fértil del hongo y se encuentran clasificados en Ascomicetos y
Basidiomicetos. Lo" adterior, principalmente por la organizacion de las esporas en
esporangios, las estructuras.denominadas ascas que contienen ascosporas o basidios que
contienen basiodiosporas en el easo de los basidiomicetos (Quiroga y Supelano, 2019; Souza
and Rocha, 2017).

La biomasa o cuerpo fructiferopde. los hongos, asi como sus bioproductos han sido
consumidos por la humanidad a lo largo de su historia evolutiva y el registro de su uso en
distintas civilizaciones han aportado conocimientos acerca de sus propiedades nutracelticas
y terapéuticas (Dubovoy, 1968). Se estima que el inicio de su ingesta data a la época
primitiva, donde compuestos psicoactivos cemo. la psilocibina de hongos alucin6genos
pudieron actuar como promotores eni et desarrollo_neurocognoscitivo de los hominidos
(Rodriguez and Winkelman, 2021).

En el mundo, México representa uno de(los paises”Ccoen mayor diversidad bioldgica y
patrimonio biocultural, en el que, han habitado civilizacionés conocidas localmente como
mesoamericanas (Aguirre et al. 2014). Tales culturas, han convivido a lo largo de su historia
con la gran biodiversidad que alberga el territorio mexicano y en las cuales fueron
observando y experimentando con las propiedades de distintas _especies generando un
cumulo de conocimientos, que les han permitido utilizarlos para satisfacer necesidades como
la alimentacion, el vestido y la salud (Ruan-Soto y Ordaz-Velazquez, 2015).

Tal es el caso de los hongos, en las practicas de medicina tradicional que‘actualmente
contintan siendo muy importantes en diferentes grupos étnicos del pais, un ejemplo de ello
incide en los pueblos nativos nahuatlacas, al consumir Teonanacatl “carne degDios”
refiriéndose al hongo alucindgeno Psilocybe mexicana (CONABIO, 2020; Dubovoy,(1968;
Velazquez, 2005). Entre las mas de 70 especies, de hongos usadas a lo largo del territorio
mexicano se encuentran algunos ascomicetos como Daldinia concentrica, D. eschscholzii,

Elaphomyces granulatus, E. reticulatus, Hypomyces lactifluorum y otros tantos
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basidiomicetos como Ustilago maydis, Ganoderma multipileum, Clavicorona pyxidata,
Clavulina cinerea, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune, Thelephora
cervieornis, Trametes versicolor, Lactarius deliciosus, L. indigo, Lentinus crinitus,
Pleurotus albidus, P. djamor y P. zapotecorum. Ademas de varias especies del género
Amanita y‘ordenes, como Auriculariales, Boletales y Tremellales, que se utilizan para tratar
mas de 40 tipos de enfermedades o problemas de salud, como ansiedad, asma, resfriados,
conjuntivitis, ~ diarcea, epilepsia, dolor de cabeza, indigestion, inflamacién, dolores
intestinales, Ulceras, parasitos, reumatismo, erisipela, laxantes, etcétera (Bautista-Gonzalez,
2013; Garcia et al. 2020;Guzmén, 2008). Sin embargo, a pesar de la popularidad del Reino
Fungi entre ciertas comunidades, aun son muy pocos los estudios cientificos relacionados
con las propiedades medicinales, puesto que la diversidad existente rebasa los registros
actuales (Aguirre et al. 2014) (En.dicho sentido, el empleo de las propiedades de los hongos
nativos del sureste mexicano, han sido el foco de muy pocos estudios, principalmente por la
falta de interés en desarrollar metodetegias de laboratorio que permitan la obtencion de
componentes bioquimicos de las hifas-ys cuerpo fructifico para el caso de los hongos
macroscopicos; que de acuerde’con los estudias de Cappello-Garcia et al. (2023), son muy
diversos y abundantes en el territorio-Tabasguefio. Asi también, la carencia de modelos
biologicos animales, para la puesta-en. marchasde experimentos “in vivo” que den la
posibilidad de estudiar y evaluar el emplee de los_extractos fangicos; con énfasis en su
utilidad alimenticia, antibiotica, antiviral e inmunoestimulante. Por lo anterior, en el presente
estudio, se evalu6 por primera ocasion la capacidad de extraecion de metabolitos a partir de
biomasa de G. multipileum y P. sanguineus, demostrando “in vivo” sus efectos

inmunoestimulantes en especimenes adultos de la mojarra tilapiaO. niloticus.
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Fig. 1. Diversidad de macrohongos trop

i, B | »

icales del Sureste mexicano en el municipio del Centro
Tabasco, México; como ejemplo se muestran a U. maydis (A); hongo Agarical (B); Trametes sp.

creciendo sobre un tronco en descomposicion de Delonix regia (C). Imagen o toma fotografica
original por el autor: D.L.G.
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I1.- ANTECEDENTES

2.1 ='EkReino Fungi o el de los Hongos

EFReino Fungi o el de los hongos, se caracteriza por la variada complejidad biolégico
estructural y~taxendémica que muestran los especimenes del grupo, lo que ha dificultado su
estudio (Rua-Giraldo, 2023). Los hongos, pueden ser unicelulares como las levaduras o
multicelulares come™ las hifas, unidades fundamentales de los hongos filamentosos. Al
conjunto de hifas se les’denomina micelio y su agrupamiento forma la colonia del hongo. Se
reproducen de forma (sextdada y asexuada. Ademas, pueden producir estructuras
reproductivas denominadas gsporas y conidios (Herrera y Ulloa, 2013). Son considerados
aerobicos estrictos o anaerobicesfacultativos y heterdtrofos, porque dependen de la materia
organica sintetizada por otros organismos ricos en energia como los hidratos de carbono,
lipidos y grasas (Cepero et al. 2012). Las'condiciones para su desarrollo se basan en variables
fisicoquimicas como humedad, temperatura, altitud, luz, aireacion, pH, iones de nitrégeno,
hidratos de carbono, etc. Cada-especie; tiene requerimientos especificos, con nichos
ecologicos independientes y una maquinaria enzimatica que les brinda la capacidad de vivir
en diferentes ambientes (Cepero et al. 2012; Herrera.y-Ulloa, 2013; Prats, 2005).

El metabolismo de los hongos, puede clasificarse“€én“dos amplias categorias: primario y
secundario, que, si bien no existe una verdadera divergencia entre ambos, son catalogados
de acuerdo con la funcion de los compuestos resultantésya lo largo de su vida. Los
metabolitos primarios, son esenciales para la existencia misma del hongo, siendo muy
importantes para las funciones y crecimiento. Algunos de estos productos y enzimas, son
exclusivas del Reino Fungi; mientras otra gran mayoria son comunes’en otros organismos
como bacterias y plantas (Lustre, 2022).

El metabolismo secundario, corresponde a la biosintesis de compuestes organicos, que
pueden ser secretados al medio en altas cantidades y aunque no son imprescindibles para la
vida del hongo como los primarios, si juegan un papel importante en la adaptacién-al estrés
ambiental, en la defensa frente a potenciales predadores y patogenos. Ademas de
proporcionarles caracteristicas fecundativas o de estética; tienden a ser especificos ‘de
algunos géneros, especies o aislamientos (Cepero et al. 2012). Asi, también en afies
recientes, se ha reportado la presencia de metabolitos intermediarios (que se forman en las

diferentes vias del metabolismo primario) ya que Se procesan por rutas enzimaticas
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diferentes, codificadas por genes especificos y se producen al final de la fase de crecimiento
0 cuando el crecimiento es limitado por el sustrato (Cepero et al. 2012). Algunos ejemplos
conoeidos van desde antibidticos, pigmentos, toxinas, efectores de competencia ecologicos,
de simbiosis, feromonas, inhibidores de enzimas, agentes inmunomoduladores, receptores
antagonistas y agonistas, pesticidas, agentes antitumorales, hasta promotores del crecimiento
animal y vegetal (Shmuel, 2022) (Fig. 2).
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ingrediente a@ ol
Metarhizium anisoplia g
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Fig. 2. Bioproductos elaborados a base de hongos como el Bioinsecticida METARRIZIN® con el
hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae como ingrediente activo (A) y los extractos fingicos
de G. lucidum como suplemento alimenticio (B). Imagen o toma fotogréafica original por el autor:

D.L.G.
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2.1.1.- Propiedades Inmunoestimulantes de los Hongos

Actualmente se usan alrededor de 300 metabolitos secundarios de origen fungico,
con actividad terapéutica aparente en diversas industrias (Ruan-Soto y Ordaz-Velazquez,
2015), como proteinas, aminoacidos, lectinas, terpenos y otros que estimulan el sistema
inmunoldgico, (Ruiz-Gonzélez et al. 2018).

En vertebrados, ~el sistema inmune funciona como un método de proteccion ante
microorganismos infecciosos del medio y tanto en mamiferos como en peces, se conforma
por dos tipos de respuestas que actlan simultaneamente; la primera en accionarse es la innata
y la segunda es la adaptativa, aungue inicialmente es un poco tardia, puede estimularse para
un mayor efecto de reconocimiento y defensa (Olabuenaga, 2000). Entre las especies de
hongos empleadas como inmunoestimulantes, se encuentran los macroscopicos y
microscopicos, ambos usados en la'industria alimentaria como productos o subproductos.
Siendo algunos de los mas populares-en la ultima década, los derivados en probi6ticos,
prebidticos y simbidticos para la prevencion y control de enfermedades en peces y otros
grupos bioldgicos (Lopez y Torres, 2022).

Entre los estudios mas recientes, se.eneuentran.el realizado por Licona (2022), que analizo6
la respuesta inmunoestimulante en el.camaron blanco Penaeus vannamei con las levaduras
marinas Yarrowia lipolytica y Debaryomices hansenii. Ademas, evalud la proteccion contra
la bacteria Vibrio parahaemolyticus Coenferida por ambos microhongos marinos,
encontrando que promueven la expresion de genes inmunés,y de actividad antibacteriana.
Por otro lado, Medina (2018), usando D. hansenii como agente biocontrolador de hongos
patdégenos del maiz, demostrd funciones inmunomoduladorasyen leucocitos de sangre
periférica de caprinos, potencidndolo como probidtico.

Mientras tanto, un ejemplo de prebidtico muy conocido y usada 'son los B-glucanos,
polisacaridos presentes en gran cantidad en la pared celular del micelio y cuerpo fructifero
de los hongos que, disponen de propiedades inmunoestimulantes, antitumorales, antivirales
y anti angiogénicas en muchos grupos biologicos, cualidades que varian al depender de su
composicion quimica y origen, asi como del método de extraccion del ‘compuesto
(Akramiene et al. 2007). En el estudio realizado en Pleurotus ostreatus por Dewi 'y Mukti
(2022), se reportd que el contenido de B-glucanos fue de dos tercios del peso total del hongo
ostra; a través de estudios sanguineos e histopatoldgicos en Mus musculus hallaron que les

organismos alimentados con nuggets del hongo tenian un incremento de linfocitos y
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granulocitos en sangre y presentaban aumento de pulpa blanca, la cual es una zona germinal
de linfocitos en el bazo, considerado un 6rgano inmunitario.

Otro.~Compuesto presente significativamente en muchos hongos, son los fenoles,
diferenciades por su potencial antioxidante al inducir el retraso del estrés oxidativo
relacionado con el envejecimiento celular causante del deterioro del sistema inmunolégico.
Asi mismoj ‘Gonzales et al. (2021) corroboran tal actividad en un estudio de hongos
consumidos tradicionalmente en el centro de México y muestra la divergencia entre
concentraciones de’compuestos fendélicos y la capacidad antioxidante de estudios realizados
anteriormente con das=mismas especies, evidenciando que la concentracion de los
metabolitos sintetizadospuede variar de acuerdo con las condiciones de crecimiento del

hongo.

2.1.2.- Biologia de los Hongos del Género Ganoderma

En el grupo de los poliporales,_también se encuentra Ganoderma, un género de
hongos degradadores de madera gue se distribuye alrededor de todo el mundo con casi 500
especies registradas (Index Fungorum;. 2024)..Son de gran interés para la investigacion
debido al amplio uso en varios paises,.con lo cual setha logrado aislar cientos de metabolitos
bioactivos (Baby et al. 2015). Entre elles, se encuentran acidos ganodéricos, triterpenoides
y polisacaridos con propiedades medicinales, que comparte con la especie Pycnoporus
sanguineus segun la transcripcion de su genoma, como (Rohr.et al. 2013; Trigos and Suarez,
2011).

El hongo chocolate Ganoderma multipileum (Fig. 3) es una especie de climas tropicales y
subtropicales, ha sido reportado en muchas regiones del mundo:ySin embargo, se ha
confundido errébneamente durante los ultimos dos siglos con Ganodgrma lucidum en Asia
tropical (Dong-Mei et al. 2009; Nguyen et al. 2023).

A través de estudios morfologicos y moleculares, se ha establecido una filogenia basada en
diversas caracteristicas que identifican a ambas especies, G. multipileum presenta esporas
ovoides y equinuladas, hifas esqueléticas de pared gruesa, basidioma sésil o‘estipitado,
multipileado, con tonalidades que van de cafe rojizo a amarillo y contexto color crema-con
depdsitos de resina (Cappello-Garcia et al. 2023; Dong-Mei et al. 2009; Li-Wei et al. 2015;
Nguyen et al. 2023). Recientemente, fue registrado en México en el estado de Tabaseo
(Cappello-Garcia et al. 2023).
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Actualmente ain no se han realizado estudios de inmunoestimulacion con G. multipileum.
Sin embargo, es de interés para aplicaciones medicinales, Kamal et al. (2023) analizaron
nanoparticulas de 6xido de Zinc (ZnO) aisladas de extracto de G. multipileum y
comprobaren su capacidad fungicida contra cepas de hongos filamentosos y bactericida
contra las/bacterias Gram positivas Klesbsiella pneumonia y Staphylococcus aureus, y
contra las (Gram negativas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Ademas,
demostraron la hemocompatibilidad de las nanoparticulas de ZnO con sangre humana al no
ser toxicas para células normales, pero si fueron citotoxicas contra parasitos causantes de
Leishmaniasis, una enfermedad infecciosa transmitida por moscas de arena. Por otra parte,
Adongbede y Aduralere (2019), sefialan la capacidad antitumoral de los metabolitos de diez
especies de hongos silvestres, entre los que se encontraba G. multipileum, concluyeron que
en los compuestos con polisacaridos con alto y bajo peso molecular, presentaban inhibicion
del crecimiento de células tumorales. Asi mismo, otras especies del género Ganoderma han
sido ampliamente usadas en la medigina tradicional. Estudios recientes, muestran que sus
extractos funcionan como inductores de-la-autofagia en células cancerigenas gastricas, como
sugieren Oliveira et al. (2014)+€n; los extractes fendlicos de G. lucidum que contiene acido
p-hidroxibenzoico. En contraste,”Sung-et al. (2012), obtuvieron extractos mediante agua
caliente tratando biomasa de Elfvingia.applanata’o también llamada G. applanatum; los
cuales fueron empleados en sarcomas 180-de raton; reduciéndose la cantidad de células
tumorales con incremento significativo de la actividad_inmunoestimulante.

En acuicultura G. lucidum, es una especie conypotencial profilactico mezclado en dietas para
cultivos de animales; donde se busca incrementar el*rendimiento y resistencia a
enfermedades, mejorando la respuesta del sistema inmune, comgxdemostraron Mohan et al.
(2019) en la investigacion con el langostino Macrobrachium rosenbergii contra Aeromonas
hydrophila, en ello se les proporciond una dieta suplementada con extracto de G. lucidum,
el estudio resultd con aumento del peso, disminucién de mortalidad desles ejemplares
expuestos al patdgeno, debido al incremento en el conteo total de fagocitos en la hemolinfa.
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Fig. 3. Espécimen adulto representativo de un basidioma maduro o cuerpo fructifere del hongo

chocolate G. multipileum. Imagen o toma fotografica original por el autor: D.L.G.
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2.1.3.- Biologia de los Hongos del Género Pycnoporus

Los hongos Pycnoporus son un género representativo de los homobasidiomicetos,
que se.dividen en cuatro especies: P. sanguineus, P. cinnabarinus, P. coccineus y P.
puccineus/ Son hongos saprobios que se encuentran cominmente en madera en
descomposicion. Muchos poliporales, tienen potencial lignocelulitico y son tolerantes a la
escasez de agua yraltas temperaturas (Susan et al. 2021; T¢éllez-Téllez et al. 2016).
El hongo colorade© _R. sanguineus (Fig. 4), es facil de observar en zonas tropicales al igual
que el resto de las especies del género en el sureste de México. Los cuerpos fructiferos o
basidiomas se caracterizanypor la coloracion anaranjado brillante, debido a metabolitos
derivados de la cinabarina (acide cinabarinico y tramesanguina), que han sido de interés por
que presentan capacidad de oXidacion y degradacion de compuestos de estructura molecular
compleja (Eggert et al. 1996; Pineda-Insuasti et al. 2017). Ademas, se ha reportado que P.
sanguineus posee compuestos fendlieos con capacidad antiinflamatoria, terpenos, para la
biosintesis del acido clavarico antitumeral, sesquiterpenoides, triterpenoides y lanosterol,
todos ellos precursores de esteroides y..aeidos ganodéricos, que muestran actividad
anticancerigena, antiviral y hepatoprotectora{Pineda-Insuasti et al. 2017; Rohr et al. 2013).
Tales metabolitos, ofrecen panorama-amplio para«€l desarrollo de tratamientos preventivos
de diversas enfermedades (Bourdette et@l~2022; Rodriguez, 2020).
Existen variados estudios, de especies fungicas con_registros de potencial citotoxico y
anticancerigeno (Lépez et al. 2016). Aunque, aln es“un_campo poco explorado, es
importante destacar que, si bien pueden no ser los metabolitos, los que actGan contra las
células cancerigenas en todos los casos, pueden fomentar a‘las’células del organismo a
protegerse; en ello radica la importancia y estudio de la inmunoestimulacion (De Marco et
al. 2021).
En la investigacion realizada por Boukes et al. (2017), evaluaron la citotoxicidad de 13
especies de macrohongos en cinco lineas celulares de cancer; P. sanguineus-fue una de las
tres que presentaba mayores indices asociados a la apoptosis en las células cancerosas. Por
otra parte, los extractos de P. sanguineus y P. cinnabarinus han sido igualmente‘estudiados
por la inhibicion del crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas .como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus agalactiae y Shigella flexneris
Ademas de actuar como antiflngico contra cepas de Trichoderma spp., causantes de dafios
en cultivos de hongos comestibles (Acosta et al. 2012; Guadarrama et al. 2019; Talavera, et
al. 2020).
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Fig. 4. Espécimen adulto caracteristico de un basidioma maduro o cuerpo fructifero del hongo
colorado P. sanguineus. Imagen o toma fotografica original por el autor: D.L.G
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2.2.- Los Peces y Ciclidos

En acuerdo con registros paleontoldgicos, los primeros fésiles de vertebrados aluden
a aproximadamente 450 millones de afios, en la era Paleozoica durante el periodo
Ordovicice-Silurico con el primer grupo extinto de peces perteneciente a los Agnatos, los
Ostracodermas; que a pesar de poseer exoesqueleto carecian de mandibulas como todas las
especies de esta clase, siendo asi, precursores de organismos mas evolucionados como son
los peces mandibulados (Petrovicky,1994; Risquez, 2023; Rubio-Godoy, 2010). La
mandibula, es una caracteristica que les permitié alimentarse de otros organismos; asi la
presencia de vertebras y encefalizacion, les proporciondé mayor movilidad para desplazarse
por diferentes ambientes, ademéas del desarrollo de un rifién glomerular para mantener
presién osmatica optima en dependencia del tipo de ecosistema acuatico, como los cuerpos
de aguas dulceacuicolas o salobresy(Diaz, 2022; Heredia, 1974).
Actualmente, el grupo més abundante-que existe en los vertebrados es el de los peces; son
organismos acuaticos que abarcan tres.clases: Agnatos, Condrictios y Osteictios, en estos
ultimos se encuentran los denominados peces.verdaderos o teledsteos, que como su hombre
lo indica, poseen huesos en lugar de-eartilago,sson ectotermos con respiracion branquial,
aletas y escamas (Espinosa-Pérez, 2014; Padilla yCuesta, 2003). Su cuerpo alargado esta
cubierto por moco que sirve como una barrera externa'que los protege del medio y evita que
contaminantes o agentes patogenos se adhieran a ellos<El moco, es producido por células
mucorales inmersas bajo la cuticula en la epidermis, a 'su‘vez, en la dermis se encuentran
células pigmentarias, cromatoforos que, en conjunto con el sistema nervioso, cumplen la
funcion de coloracion en los peces, misma que puede cambiaryde acuerdo con su estado
animico (Petrovicky, 1994). El cuerpo hidrodindmico de los peces_oseos, les permiten
desplazarse por el agua con facilidad, estan segmentados por radios, poseen una linea lateral
con células denominadas neuromastos que actan como receptores sensoriales
hipersensibles a los cambios en las ondas de sonido, vibraciones y presiéonien el medio
acuatico (Miller, 2005). Ademas, en conjunto con su oido interno cumplen el rol de
equilibrio, puesto que, dentro de sus cavidades auditivas contienen otolitos, ‘estructuras
particulares de cada especie formadas desde su nacimiento en capas de carbonato de-calcio,
facilitando a través de ellas, la determinacion de la etapa de crecimiento de los organismos.
Por otro lado, debido a la adherencia de metales pesados en los otolitos, han sido usades
como herramientas para la deteccion de contaminantes en sistemas acuaticos (Petrovicky,
1994; Villablanca, 2003; Volpedo y Vaz-dos-Santos, 2015). La Familia Cichlidae,

13|Pagina



Lopez-Garcia, 2024.

perteneciente a los peces Osteictios, contiene alrededor de 2,000 especies clasificadas en 241
géneros que se distribuyen en aguas dulceacuicolas y salobres de Africa Oriental, Asia,
Centreamérica, Norteamérica y Sudamerica. La morfologia de los ciclidos 0 mojarras es
muy diversa, lo cual se ha relacionado con la variedad de ecosistemas acuaticos que habitan,
algunas especies son popularmente cultivadas con fines comerciales en todo el mundo como
son las tilapias,'para el sector alimenticio y de ornato (Angulo y Gil-Leo6n, 2022; Soria, 2009;
Yong-Hwee et al¢2013).

2.2.1.- Biologia de la"Tilapia Oreochromis niloticus

La mojarra tilapia O. niloticus que pertenece a la Familia Cichlidae del Suborden

Percoides, es una especie de pez.teledsteo de agua dulce que es originaria del Noreste de
Africa; es omnivora pues en condiciones silvestres; la alimentacion de las tilapias varia desde
fitoplancton, plantas acuaticas, detrits, organicos, hasta pequefios peces (Angulo y Gil-
Ledn, 2022; FAO, 2023). Se distingue por tener cuerpo angosto con longitud de
aproximadamente tres veces el'tamano de.su-eabeza, cubierto con escamas cicloideas. La
especie, presenta dimorfismo sextialy-el periodo de reproduccion es amplio debido a que
alcanza la madurez sexual en periodes.cortosdesde su nacimiento, de los 10-30 cm. de
longitud. Para el nado, posee aletas pares ventrales.y.pectorales, en conjunto con tres aletas
impares, la dorsal constituida de 18 a 28 espinas, la caudal que se encuentra redondeada con
franjas oscuras regulares y la aleta anal (Angulo y Gil-l-ebn, 2022; FAO, 2023; Forouhar,
2021)(Fig. 5).
Su amplia adaptabilidad al medio, répido crecimiento y resistencia a patdgenos, son
caracteristicas que la han posicionado como la segunda especie de pez.mas cultivada a nivel
mundial, el registro mas antiguo de su aprovechamiento para consumo\humano data de los
afios 2500 a. C. en Egipto y por su eficiencia, se replico su cultivo extensive'e intensivo en
otros paises, tal es el caso de Mexico, donde fue introducida en la década de,los afios 50°s
(Aguilar-Moreno y Aguilar-Aguilar, 2024; El-sayed, 2016; FAO, 2023). Sin embargo, a
pesar de su importancia econdmica y cientifica, el manejo inadecuado de la especige. la ha
conducido a ser catalogada como invasora, perjudicial para la biodiversidad nativa emlos
ecosistemas acudticos del territorio mexicano (Aguilar-Moreno y Aguilar-Aguilar, 2024;
Amador-del Angel y Wakida-Kusunoki, 2014; FAO, 2023).
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Fig. 5. Espécimen adulto macho, representativo de rra tilapia O. niloticus. Imagen o toma
fotogréafica original por el autor: D.L.G. O o
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2.2.2.- La Inmunoestimulacion en los Peces del Género Oreochomis

En el cultivo de peces, uno de los desafios es procurar el bienestar de los animales,
dicha tarea.es complicada; pues las estrategias de supervivencia implican usar areas con
mejores condiciones. Pero debido a los sistemas intensivos, se puede llegar a comprometer
la salud de los organismos por la calidad del agua, hipoxia, estrés y enferm” edades
oportunistas que ¢debilitan el sistema inmunolégico. Las enfermedades son tratadas con
antibioticos de uso_prolongado, que podrian dar cabida a cepas de microorganismos
resistentes (Lopez y Tarres, 2022; Rubio-Godoy, 2010).

Las especies del género @reochromis, son conocidas por ser aparentemente muy resistentes
a condiciones desfavorables de Ja calidad del agua y a pesar de eso, desde hace mas de una
década los acuicultores han enfrentado pérdidas econdmicas por enfermedades como el
parvovirus de la tilapia; enfermedad emergente muy contagiosa o la estreptoccosis,
ocasionada por bacterias Gram positivas; de las que se han identificado Streptococcus
agalactiae y Streptococcus iniae, patogenos con factores de virulencia que les permiten la
evasion del sistema inmune desSu’hospedero-Por ello, el desarrollo de la profilaxis a través
de agentes inmunoestimuladores,’haceobrado’interés en la investigacion para la prevencion
de infecciones (Devi et al. 2022; Zhang,.2021).

En dicho sentido, los metabolitos obtenidos-de la biomasa de los hongos tienen la posibilidad
de prevenir y controlar enfermedades; proporcionamndo proteccion y aumento en la
resistencia (Ruiz-Gonzélez et al. 2018). Originalmentelos<hongos de mayor empleo son
microscopicos como la levadura Saccharomyces cerevisiae®y con el tiempo se han afiadido
especies macroscopicas (Ruiz et al. 2018). Tal como en Wan:Mohtar et al. (2021) con
hibridos de tilapia roja alimentada con dieta suplementada con exopaolisacaridos obtenidos
del micelio de G. lucidum, donde encontraron crecimiento y valores hematologicos
positivos; siendo el Gltimo aspecto la herramienta méas usada para el monitereo de la salud
de los peces. Por otra parte, Palma-Gonzalez (2021), evalu0 una dieta con B<glucano para la
alimentacion de juveniles de tilapia roja (Oreochromis mossambicus x “Oreochromis
niloticus), en ello obtuvo resultados positivos en relacion con el crecimiento de-los_peces.
En dicho sentido el autor, resalto que al ser proporcionado en mayor cantidad se obtendra
mayor beneficio nutricional en los ejemplares (Palma-Gonzalez, 2021).
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2.3.- El Sistema Inmunoldgico en Vertebrados

El sistema inmune de los vertebrados estd compuesto por células, érganos y
componentes moleculares mediados a través de dos mecanismos de respuesta, la innata y
adaptativa,ambos protegen al organismo ante los patégenos del medio (Rubio-Godoy, 2010;
Zenteno-Sayinmet al. 2020). Se estima, que el origen de este sistema ocurri6 con la aparicion
de los peces#’mandibulados como los conocemos actualmente, debido a dos eventos
evolutivos que dieron lugar a la respuesta adaptativa como complemento de la innata: la
doble duplicacion “del”genoma y la aparicion de RAGs; la recombinacion de genes
activadores de la Inmunoglobulina (1g), que es una macromolécula esencial en el proceso de
reconocimiento de antigenos (Flajnik and Kasahara, 2010; Petrovicky, 1994; Rubio-Godoy,
2010, Sadofsky, 2004). La reSptesta innata del sistema inmune, se integra por presencia de
células linfocitarias que dependiendo de su especializacién, cumplen con diversos roles de
proteccion en el organismo; mientras’ que la respuesta adaptativa del sistema inmune se
desarrolla a través del tiempo mediante €l reconocimiento por contacto con microorganismos
patdgenos, la interaccion antigeno-anticuerpo_consiste en uniones moleculares en uno o
varios epitopos, enlaces que determinan la gficiencia de la conexion (Kindt et al. 2007;
Rubio-Godoy, 2010).

2.3.1.- La Inmunidad en los Peces

El sistema inmune en los peces, cuenta con una gran-variedad de mecanismos de
respuesta intraespecificas e interespecificas; entre ellas, "los leucocitos (macréfagos,
granulocitos, y células citotoxicas no especificas), producen péptidos antimicrobianos,
enzimas proteoliticas y proteinas que les ayudan a protegerse contra agentes patdgenos del
medio acuatico (L6épez y Torres, 2022; Penagos et al. 2009). El sistema inmune innato en
los peces, incluye grupos celulares mitdticos que constituyen barreras protectoras fisicas
como las mucosas epidérmicas, macrofagos y neutrdfilos, ademas de eomponentes
humorales o bioquimicos como las lisozimas y péptidos antimicrobianos (Pohlenz) 2013).
Por otra parte, el sistema adaptativo se conforma por células denominadas linfocitos By T;
las cuales acttan en el reconocimiento de antigenos de agentes patdgenos microbianos,en
este sentido, se complementa con Inmunoglobulinas especificas en el organismo (Pohlenz,
2013).
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I11.- JUSTIFICACION

En el tropico humedo, los macrohongos, son especies muy abundantes y en el sureste
mexicanoydonde se ubica geograficamente Tabasco, podemos destacar la presencia de los
hongos P¢&sanguineus y G. multipileum; que son especies reconocidas entre los bidlogos por
poseer en su-blemasa, metabolitos secundarios, principalmente de algunos fenoles y beta-
glucanos. Ademas, de poseer otros componentes bioquimicos especie-especificos, como es
el caso de la cinabarina,.que ha sido reconocida su presencia unicamente en los hongos del
género Pycnoporus. Tales componentes bioquimicos, con extenso interés alimenticio,
medicinal y cientifico. (Sin“embargo, para que sea posible el estudio y comprension
funcional, de tales componentes bioquimicos; es necesario el desarrollo de métodos de
laboratorio eficientes que permitan la.extraccion saludable de los componentes de la biomasa
fangica en cantidad suficiente para_su puesta en marcha en experimentos “in vitro” e “in
vivo”. Lo anterior, con el fin de demostrar o rechazar los supuestos que la literatura en el
tema, ha estado sefialando a lo largo de'varios afios.

En dicho sentido, por primera ocasién en la‘tegion se ha disefiado un protocolo con el cual
se va evaluo la capacidad de extfaccion de metabolitos mediante cinco solventes en la
biomasa de G. multipileum y P. sanguineus. Posteriormente, se demostré los efectos
inmunoestimulantes “in vivo” empleandé como modelo bioldgico especimenes adultos de

la mojarra tilapia O. niloticus.
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IV.-OBJETIVOS

4.1-Objetivo General

Evaluar la capacidad de extraccion de metabolitos a partir de biomasa de G.
multipileum y“P. sanguineus demostrando sus efectos inmunoestimulantes en la mojarra
tilapia O. niloticus:

4.2.- Objetivos Espeécificos

4.2.1.- Comparar la capacidad de extraccion de cinco solventes en la biomasa de los hongos

G. multipileum y P. sanguineus.

4.2.2.- Valorar y comparar los efectosiinmunoldgicos de los extractos de G. multipileum y

P. sanguineus en la tilapia O. nileticus.

4.3.3.- Establecer las perspectivas del'uso de‘les extractos de las dos especies de hongos.
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V.-MATERIALES Y METODOS

5.2=7Aprobacion Bioética, Origen de los Especimenes de Hongos y Conservacion

El/presente proyecto de investigacion fue evaluado y aprobado por la comisién

institucional.en Bioética de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco con folio: UJAT-
CIEI-2024-094,
Los ejemplares del hengo G. multipileum y P. sanguineus se colectaron manualmente en la
reserva bioldgica de 1a-Universidad Juarez Autdnoma de Tabasco en la Division Académica
de Ciencias Bioldgicas del)Estado de Tabasco, México (Fig. 6). Posteriormente, fueron
trasladados en contenedores térmicos para su determinacion taxondmica con claves basadas
en Téllez-Téllez et al. (2016) 'y Cappello et al. (2023).

5.2.- Origen de los Especimenes de/Tilapia O. niloticus

Los ejemplares adultos dé tilapia ©=niloticus con peso de 329 + 131 gr y longitud
23.8 = 4.00 cm, fueron criados en cautiverio cen buena calidad de agua, aire y alimentacion
hasta su empleo en los experimentosien las instalaciones del Laboratorio en Genética y
Ecofisiologia de la DACBiol UJAT engacuerdo ‘eonsel Permiso de Pesca de Fomento:
PRMN/DGOPA-006/2024.
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Fig. 6. Ejemplares del hongo P. sanguineus colectados en la reserva bioldgica de la Universidad
Juarez Auténoma de Tabasco en la Divisién Académica de Ciencias Biologicas en el municipio de
Centro Tabasco, México. Imagen o toma fotografica original por el autor: D.L.G.
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5.3.- Procedimiento para la Extraccion de Metabolitos y Conservacion

Los ejemplares de los hongos, se deshidrataron en una secadora con flujo continuo
de aire caliente a 60°C forzado durante 24 horas y luego la biomasa seca fue cortada en
condiciongs de esterilidad en fragmentos de aproximadamente 1x1 cm. Posteriormente,
fueron pulverizados en una licuadora para trabajo rudo y las muestras fueron conservadas en
botes estériles deplastico a -4 °C hasta su empleo.

Para la extraccion.de metabolitos, se evaluo la eficacia del empleo de los solventes metanol,
etanol, acido acéticoyacetona y agua, en proporcion de 25 ml de cada solvente y 0.5 gr de
biomasa fungica. En cadaselvente y especie de hongo, se repitid diez veces el procedimiento
anterior en tubos estériles de 50 ml. Cada repeticion experimental o tubo con muestras de
tejido fangico, fueron colocadas en un agitador orbital a 25 r.p.m. durante 24 horas a 40 +
1.0 °C.

Posteriormente, los extractos individuales fueron filtrados mecanicamente con filtros de
papel (Whatman) de 0.2 um en condiciones de esterilidad. Los productos de la extraccion
fueron colocados en tubos estériles y mantenides a -20°C hasta su empleo (Fig. 7).

Para la obtencion de los concentrades-metabolicos, las muestras de los extractos fueron
colocados en bafio maria (Thermo Scientific 180_Series Water Bath) a 75 + 1.0°C hasta la
total evaporacion de cada solvente.

Despues, los residuales puros de la extraecign correspondiente a cada solvente, fueron
mezclados y colocados en tubos estériles que fueron mantenidos hasta su empleo para los

experimentos “in vivo” a -20°C.
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L

Fig. 7. Elaboracion de los extractos fungicos de los hongos poliporales G. multi y P.
sanguineus, pesaje de biomasa fungica (A) y medicion de solventes (B); Aspecto de lo m

de los hongos poliporales G. multipileum y P. sanguineus (C). Imagenes o tomas foto 65
originales por el autor: D.L.G. :
L 2
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5.4.- Determinacion de la Concentracion Espectrofotométrica de Metabolitos

La concentracion total de los extractos fungicos, se cuantifico inicialmente mediante
espectrofoteametria (Smart Spect™ Plus Spectrophotometer Bio-Rad) y después se

determind/con la formula establecida por Rodriguez-Amaya (2001), a como se indica:

ug _ (Ai o Vf 10x4>
g de biomasa Af « Pb

Donde:

X = Concentracion total’de-la muestra en microgramos/gramo de biomasa
Ai = Indica la absorbancia’de la acetona o blanco

VT = Volumen de dilucién final'de la muestra en mililitros

Af = Absorbancia resultante de la“lectura de la muestra

Pb = Peso en gramos inicial de la biomasa usada para la extraccion

Un ejemplo de como se aplico Jaformula es lo siguiente:

(800 nm e 20.ml 10"4) =76320.987 ug/gr
810 nm « 25 gr

Ai =800 nm

Vf =20 ml

Af =810 nm

Pb=25gr

5.5.- Bioensayos de los Extractos Fungicos en O. niloticus y Frotis Sanguineo

Todos los especimenes de tilapia fueron tratados en acuerdo a_les estandares
bioéticos nacionales en cumplimiento con las normas oficiales mexicanas”NOM-126-
SEMARNAT-2000 y NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT 2019). Se®mplearon
dos grupos (un grupo por cada extracto de especie fungica) de peces con 12 especimenes
adultos de la mojarra tilapia O. niloticus. Para el manejo de los ejemplares de tilapia, os
especimenes fueron anestesiados individualmente con metasulfonato de tricaina (MSS222)

disolviendo 1gr/L de agua corriente. En cada pez, fueron tomadas las biometrias, longitud
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total en cm con un ictiometro con precision en mm y el peso en gramos con una balanza
digital.

Cada-especimen de pez, fue marcado mediante el corte de 0.3 mm de la regién terminal de
una espina.dorsal. La numeracion, inicio desde primera espina dorsal, desde la region
cefélica ep direccion de la aleta caudal. La asignacion numérica fue ascendente, en nimero
y la posicion'de la espina dorsal, asi, por ejemplo, la espina dorsal 11 seria correspondiente
con el especimengmumero 2 y sucesivamente en correspondencia (Fig. 8).

Posterior al marcaje del espécimen, se procedié a la toma de una muestra de 50 microlitros
de sangre periférica, eSta-se realiz6 cuidadosamente entre la region terminal de la aleta dorsal
y caudal, justo por encima de la vena que surca debajo de la linea lateral, evitando la
manipulacion excesiva de los peces con el empleo de una jeringa estéril de insulina (100 UI).
La muestra de sangre fue dep0sitada sobre un portaobjetos estéril y después la sangre fue
dispersada cuidadosamente por capilaridad con de otro portaobjetos estéril, evitando con ello
el dafio en las células hematopoyéticas:~Cada frotis, fue rotulado y secado al aire.
Consecutivamente, se suministro a cada-espécimen una inyeccion intramuscular empleando
la dosis de 100,000 pg de extracto fungico.perkg de peso de cada ejemplar. Posterior a la
inyeccion, se evalud por dos horaschajo observacion directa en una jaula las reacciones
secundarias después de la recuperacién.del periodo.de anestesia vs tratamientos. Despues,
los especimenes fueron trasferidos y monitereados‘enun tanque de 1800 litros con aireacion
continua, cuidados especiales y alimentacion’cada 8 horas, L os especimenes experimentales,
fueron monitoreados 72 horas después del experimento, een.el fin de registrar algun tipo de
respuesta en términos de sobrevivencia y cambios morfo-fisioldgicos.

Veinticuatro horas después del suministro del extracto de'.hengos a las tilapias, los
especimenes fueron anestesiados individualmente y se procedio a la toma de una muestra de
sangre; y elaboracion de un frotis sanguineo conforme al procedimiento anteriormente
empleado. Los frotis sanguineos, fueron tefiidos en acuerdo con elsprocedimiento
recomendado para el Hemocolorante rapido HYCEL™, el cual contienesuna solucion
fijadora la cual se aplicd una vez por un segundo y dos soluciones colorantes amortiguadoras

en las que se sumergieron tres veces por solucion colorante (1y 2).
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Xl

Fig. 8. En el marcaje de los especimenes de la Tilapia O. niloticug;laynumeracion se establecio
de acuerdo con el orden de las espinas dorsales, por ejemplo, la=espina dorsal I, fue
correspondiente al espécimen nimero 1y asi sucesivamente hasta la espina=XIl. Imagen o toma

fotogréafica original por el auto: D.L.G.
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5.6.- Analisis de los Frotis Sanguineos por Microscopia Optica de Alta Resolucion

Las preparaciones citolégicas elaboradas antes y después de los tratamientos, fueron
observadas y analizadas bajo el Microscopio optico Axio Scope Al (Carl Zeizz®), equipado
con una camara digital AxioCam ERc5s (Carl Zeizz®) en conjunto con el programa
ZEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011). Los campos celulares seleccionados con
los objetivos 10x+1.25X y 40x+1.25X, fueron fotodigitalizados en alta resolucién con las
herramientas de imé&genes del programa ZEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011).
La identificacion ywconteo de las células leucocitarias y eritrocitarias, se realizd por
observacion directa en? aeuerdo con las recomendaciones de Hahn-Von-Hessberg et al.
(2011).

5.7.- Plataformas de Datos y Analisis Estadisticos

Los datos obtenidos fueron, capturados en bases de datos individuales y se les calculo
el porcentaje, la media y desviacién estandar con las herramientas del programa Excel para
Windows®. Posteriormente, los dates-porcentuales fueron analizados por las pruebas de
normalidad y homogeneidad; y posteriormente se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis (K-W)
y la prueba a posteriori de Dunnett’s. Ent0dos los analisis, se utilizo el nivel de significancia
de P>0.05 empleando el programa SigmaStatpara Windows®.
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VI1.- RESULTADOS

En el desarrollo de esta investigacion, se extrajeron metabolitos fungicos empleando
la biomasa seca de G. multipileum y P. sanguineus que son hongos basidiomicetos tropicales
nativos del sureste mexicano. Se comparo la eficiencia de extraccion de los solventes etanol,
metanol, &cide .acético, acetona y agua (Tabla 1). Los resultados obtenidos en G.
multipileum y R.Sanguineus, muestran que existen diferencias significativas (P<0.001) en
la concentracion de.metabolitos obtenidos entre replicas y entre solventes (P<0.001); por
ello se registré la presencia de diferentes grupos estadisticamente significativos (P<0.001)
(Tabla 1). En el hongo/hagolate 0 G. multipileum, se registraron promedios desde 3.80
miligramos (mg) sobre gramo (gr) (mg/gr) y hasta 33.1 mg/gr para las muestras de biomasa
donde se empled el solvente‘etanol (Tabla 1). Asi también, concentraciones desde 12.9
mg/gr y hasta 121 mg/gr para las,muestras procesadas con el solvente metanol (Tabla 1).
Por otro lado, se registré desde 25.2 mg/gr y hasta 45.2 mg/gr para las muestras de biomasa
tratadas con el acido acético (Tabla 1):~Ademas, se observaron desde 0.50 mg/gr y hasta
48.6 mg/gr de metabolitos para las.extraceiqnes con acetona y de 5.90 mg/gr a 43.0 mg/gr
para las muestras de biomasa tratadas con agua’(Tabla 1).

Por otro lado, las observaciones registradas en lasrmuestras de biomasa del hongo colorado,
o P. sanguineus, demostraron diferencias‘estadisticamente significativas (P<0.001) en las
concentraciones de metabolitos o extractosientre replieas.y. tipos de solvente (Tabla 1). En
dicho sentido, cuando se empled el solvente etanol, se registraron desde 1.50 mg/gr y hasta
53.3 mg/gr de extractos. En el caso particular del solvente metanol, se logré registrar desde
12.9 mg/gr y hasta 79.6 mg/gr, mientras que, en el proceso con‘acido acético, de 11.7 mg/gr
a 107mg/gr; ahora bien, la acetona como solvente mostré un rango deste 0.20 mg/gr hasta
42.6 mg/gr. Sin embargo, en el caso del agua, se observaron valores desde 0.90 mg/gr y hasta
76.4 mg/gr (Tabla 1). En el hongo chocolate, los promedios totales de los.concentrados de
metabolitos mostraron diferencias significativas (P<0.001) entre los tip0s,de_solventes
empleados (Tabla 1). En dicho sentido, con el solvente etanol, se registraren valores
promedio de extractos de 18.3 mg/gr; con el solvente metanol se observo la mayor-eapacidad
de extraccion de compuestos metabolicos con promedio total de 45.2 mg/gr (Tablal),
seguido del acido acético con promedio de 32.2 mg/gr. En el solvente, acetona se lagro
observar en promedio 8.05 mg/gr de extractos, en contraste con los valores registrados con

el solvente agua con 22.7 mg/gr (Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados en miligramos de metabolitos extraidos/gr de biomasa a partir del empleo
de cinco solyentes en G. multipileum y P. sanguineus.

Solventes
Replicas/ 0.5'gr Etanol Metanol Acido Acetona Agua
mg/gr mg/gr acético mg/gr mg/gr
mg/gr
1 3.80? 12.92 25.28 0.50? 5.902
2 8.10" 13.62 25.78 0.90° 7.30P
3 11.3¢ 15.1° 26.02 1.10° 13.6°
4 11.4¢ 15.9° 27.02 1.50° 14.7¢
5 13.6° 44.2° 29.92 1.70° 15.0¢
6 15.3¢ 45.3° 33.4° 2.30P 15.9¢
7 19.0° 45.6° 33.5° 6.10° 32.1¢
8 19.9¢ 56.9¢ 33.7° 8.20¢ 37.6¢
9 20.3¢ 81.0¢ 41.9° 9.60° 41.6°
10 33.1 121f 45.2° 48.64 43.0¢
Total en mg/gr 156 452 322 80.5 227
Promedio en mg/gr 15.64 45.28 32.2¢ 8.05P 22.7F
P._sanguineus
Solventes
Replicas/ 0.5 gr Etanol Metanel Acido Acetona Agua
mg/gr mg/gr acético mg/gr mg/gr
mg/gr
1 1.50? 12.9° 11.72 0.202 0.902
2 2.502 16.6° 12.22 1.00° 20.5°
3 8.10° 19.7¢ 23.2° 1.20° 30.6°
4 12.0°¢ 19.8¢ 25.9° 1.90° 38.8¢
5 13.2° 30.0¢ 45.7° 2.00P 42.2¢
6 14.0° 36.2¢ 46.1° 3.60° 46.1¢
7 19.1¢ 50.3° 51.0¢ 6.60¢ 46.9¢
8 22.6¢ 56.1¢ 56.8¢ 7.60¢ 51.1¢
9 36.5¢ 71.2f 62.8° 11.2¢ 62.4
10 53.3f 79.6f 107f 42.6f 76.49
Total en mg/gr 183 392 443 77.9 416
Promedio en mg/gr 18.34 39.28 4437 7.79% 41,68

mg= miligramos, gr= gramos de biomasa empleado por replica. Las literales similares entre especimenes y
entre tratamientos, indican que no existen diferencias significativas con P> 0.05, y en caso contrario las
diferencias existen.
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Los resultados o promedios totales, de metabolitos registrados a partir del empleo de
biomasa del hongo colorado o P. sanguineus con diferentes solventes mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.001) (Tabla 1). Por lo anterior, en el caso del extractor
etanol, se observo el promedio total de metabolitos extraidos de 18.3 mg/gr de biomasa seca;
mientras que en el solvente metanol el promedio fue de 39.2 mg/gr, en contraste con el acido
acético que registrd el valor promedio de 44.3 mg/gr de concentrado metabolico, seguido del
solvente acetonageon 7.79 mg/gr y el promedio observado con el extractor agua fue el
correspondiente a471.6 mg/gr (Tabla 1).

Para los ensayos “inVive ”, los concentrados metabdlicos esteriles resultantes de los cinco
solventes se mezclaron™en tubos estériles individuales para cada especie, uno
correspondiente a P. sanguineus y el otro a G. multipileum. En tales extractos, se evaluo el
efecto inmunoestimulante, mediante la evaluacién de la proporcion de células sanguineas en
dos lotes de doce especimenes adultos de O. niloticus. La recoleccion de muestras
hematoldgicas, consisti6 en dos fases; las muestras sanguineas recolectadas antes del
tratamiento actuaron como control yelas tomadas después, sirvieron para el contraste
comparativo de los efectos posterior a las.24-horas de cada tratamiento. Los resultados de
los efectos de los tratamientos con’ les-extractos#ngicos, mostraron 100% de sobrevivencia
durante las primeras 24 horas de expasicion a los extractos y posterior a las 24 horas la
sobrevivencia continuo con el 100% en.tedos las.especimenes de ambos tratamientos.
Basado en el seguimiento de la sobrevivengiade los especimenes, posterior a las 72 horas
del término de los experimentos, se observé 91.6% de“saebrevivencia con el hongo P.
sanguineus y 100% en los especimenes de tilapia empleados'con G. multipileum.

En el hongo G. multipileum, el analisis de las fotografias bajo €l.microscopio optico de alta
resolucion, de las muestras sanguineas derivadas de los especimenes de las tilapias O.
niloticus antes y después del tratamiento (Fig. 10), mostraron porcentajes de células
leucocitarias con diferencias significativas (P<0.001). En dicho sentidoslos resultados
anteriores a la aplicacion del tratamiento mostraron valores promedio minimos de 36.0% y
maximos de hasta 62.1% de leucocitos (Fig.10A y Fig. 12). Posterior, a la exposicion de los
especimenes, a los metabolitos del hongo chocolate, el 66.7% mostraron porcentajes de
ocurrencia de leucocitos por encima del 50%, con variaciones desde 54.2% y hasta-64:0%.
Tales resultados, mostraron diferencias significativas (P<0.001) entre los especimenes de
tilapia empleados para los experimentos con el hongo G. multipileum (Fig. 10B y Fig. 12).
Asi mismo, durante el analisis de las células eritrocitarias antes del tratamiento con G.

multipileum, se registraron valores estadisticamente similares por encima del 50.0% (y hasta
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el 50.3%) de eritrocitos en el 75% de los especimenes empleados para el experimento; y en
el resto de los ejemplares que representa el 25%, se observaron valores porcentuales desde
49.7%"y hasta 49.9% de eritrocitos (Fig. 10A y Fig. 13). Mientras que los porcentajes de
ocurreneta, e celulas eritrocitarias registradas a las 24 horas, posteriores a la inyeccion del
extracto fungico en los ejemplares de tilapia; mostraron valores porcentuales en el 66.7% de
los ejemplares.desde 49.7% y hasta 49.9% que fueron estadisticamente similares entre ellos.
En el resto de los especimenes, que representaron el 33.3%, se observaron porcentajes de
ocurrencia eritrocitaria que variaron desde 50.0% y hasta 50.3% (Fig. 10B y Fig. 13).

En la evaluacion de 1os efectos del extracto de P. sanguineus, en las células leucocitarias de
los especimenes de la mojarratilapia O. niloticus; se observaron cuatro grupos de datos entre
los ejemplares que mostraron diferencias estadisticamente significativas (P<0.001) antes del
tratamiento, con valores porcentuales desde 35.2% y hasta 51.0% (Fig. 11A y Fig. 14). Por
otra parte, 24 horas después del tratamiento con los extractos del hongo colorado, los
especimenes de O. niloticus mostraremdos grupos de datos con diferencias significativas
(P<0.001) entre especimenes, con valeres.porcentuales desde 49.0% y hasta 64.8% (Fig.
11By Fig. 14).

Los porcentajes de células eritrocitarias; observadas antes del tratamiento con los extractos
de P. sanguineus, no mostraron diferencias significativas (P<0.001) entre especimenes, con
valores porcentuales registrados desde 50.0% y hasta’50.3% (Fig. 11A y Fig. 15). Despueés
de 24 horas de exposicion al extracto de metabolites_fangicos de P. sanguineus, se
identificaron dos grupos de datos estadisticamente similares (P>0.06) entre los especimenes
de la tilapia, con valores porcentuales minimos de 49.7% y maximos de 50.0% (Fig. 11B y
Fig. 15).

Finalmente, se realizo el andlisis comparativo de los valores porcCentuales después de 24
horas de exposicion de las células leucocitarias de los especimenes deé la'tilapia O. niloticus
a los extractos del hongo G. multipileum y P. sanguineus (Fig. 10B, Fig. 11B'y Fig. 16). En
el caso del hongo chocolate G. multipileum, se observaron porcentajes) de células
leucocitarias con diferencias significativas (P<0.001) entre especimenes, eniun’ rango de
37.9% a 56.6% (Fig. 10B y Fig. 16). Por otro lado, en el tratamiento con el honge.colorado
P. sanguineus, se identificaron entre los porcentajes de leucocitos registrados, diferencias
significativas (P<0.001) entre especimenes, con valores minimos de 43.4% y maximos de
62.1% (Fig. 11B y Fig. 16). La comparacion porcentual promedio de los resultados de los
conteos leucocitarios entre G. multipileum y P. sanguineus muestran 47.7+5.46 y 52.2+5.46

de leucocitarios respectivamente con diferencias significativas (P<0.001) (Fig. 16).
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. .
rﬁrga tipico de las células
hematopoyéticas de un espécimen adulto de la mojarra tilapia O. niloticus. Flechas con lineas
continua, muestran las células eritrocitarias tipicas y las flechas co@@s discontinuas las
leucocitarias. Microfotografia a 10X+1.25X del optovar original por el a L.G.
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Fig. 10. Microfotografias de alta resolucion que muestran el panorama de las cél
hematopoyéticas de un espécimen adulto de la mojarra tilapia O. niloticus, antes (A) y (B) 24 horas
después del tratamiento con extractos de G. multipileum. Las flechas con lineas continuas muestran
las células eritrocitarias tipicas y las flechas con lineas discontinuas, las leucocitarias.
Microfotografias a 40X+1.25X originales por el autor: D.L.G.
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20

Fig. 11. Microfotografias de alta resolucion que muestran el panorama de las células
hematopoyéticas de un espécimen adulto de la mojarra tilapia O. niloticus, antes (A) y (B) 24 horas
después del tratamiento con extractos de P. sanguineus. Las flechas con lineas continuas muestran
las células eritrocitarias tipicas y las flechas con lineas discontinuas, las leucocitarias.
Microfotografias a 40X+1.25X del optovar originales por el autor: D.L.G.
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Fig. 12. Analisis comparativo de los porcentajes leucocitarios promedio, en doce especimenes adultos.devO. niloticus previo y posterior al
tratamiento por 24 horas con extractos del hongo G. multipileum. Las literales similares entre especimenesgy entre tratamientos, indican que no
existen diferencias significativas con valor de P> 0.05, y en caso contrario las diferencias existen.
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Fig. 13. Analisis comparativo de los porcentajes eritrocitarios promedio, en doce especimenes adultos_de,O. niloticus previo y posterior al
tratamiento por 24 horas con extractos del hongo G. multipileum. Las literales similares entre especimenesyy entre tratamientos, indican que no
existen diferencias significativas con valor de P> 0.05, y en caso contrario las diferencias existen.
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Fig. 14. Analisis comparativo de los porcentajes leucocitarios promedio, en doce especimenes adultos.devO. niloticus previo y posterior al

tratamiento por 24 horas con extractos del hongo P. sanguineus. Las literales similares entre especimenesy entre tratamientos, indican que no
existen diferencias significativas con valor de P> 0.05, y en caso contrario las diferencias existen.
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Fig. 15. Analisis comparativo de los porcentajes eritrocitarios promedio, en doce especimenes adultos de,O. niloticus previo y posterior al
tratamiento por 24 horas con extractos del hongo P. sanguineus. Las literales similares entre especimenesy entre tratamientos, indican que no
existen diferencias significativas con valor de P> 0.05, y en caso contrario las diferencias existen.
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existen diferencias significativas con valor de P> 0.05, y en caso contrario las diferencias existen.
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VII1.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los hongos, han sido descritos en una amplia diversidad de ecosistemas y en ellos se
ha doCumentado la eficiente capacidad para sintetizar compuestos metabolicos que
representan-tna fuente importante de potenciales bioproductos para diversos usos como la
agroalimentariasspapelera, farmacéutica, etc (Curvetto, 2004; Pineda-Insuasti et al. 2017;
Trigos and Suérez, 2011).

En acuicultura, recigntemente los metabolitos de hongos se han venido empleando con fines
profilacticos por los €fectos inmunoestimulantes ante factores bioldgicos y ambientales
(Lopez y Torres, 2022; Ruiz-Gonzalez et al. 2018). En dicho sentido, el efecto o las
reacciones de los metabolitos féngicos puede observarse en los peces en las células del tejido
hematoldgico, mediante el analisis.de la proporcion de células blancas y rojas (Hahn-Von-
Hessberg et al. 2011; Palma-Gonzalez, 2021; Penagos et al. 2009), como es el caso del que
trata la presente investigacion. Actualmente, el conocimiento acerca de la variedad de
metabolitos presentes en los hongos de, la region sureste de México, asi como los usos y
aplicaciones es aun muy escaso/si-se' compara‘con la diversidad de especies que existen en
el Reino Fungi (Aguirre et al. 2014; CappellocGarcia et al. 2023). Aunado a la inexistencia
de interés y del desarrollo de protocolos estandarizadas-para la extraccion de metabolitos de
la biomasa de los hongos nativos, todo ello evidencialaimportancia y necesidad del estudio
para el empleo de solventes inocuos y de métedos de extraccion rapidos y econémicamente
rentables. En dicho sentido, la concentracion y los tipos<de compuestos que se obtengan
durante la aplicacién de protocolos de extraccion de metabolites de las diversas partes de los
hongos dependen de factores intrinsecos como son, la especie, el sustrato de crecimiento, la
humedad, luz y del tipo de agente empleado para la extraccion/(Cepero et al. 2012;
Gonzélez-Morales, 2021).

En acuerdo con la revision de la bibliografia disponible hasta la fecha (2024), el presente
estudio es el primero que se desarrolla con el propdsito de evaluar el efecto de‘los extractos
fangicos del hongo chocolate G. multipileum y el hongo colorado P. sanguineus‘nativos del
sureste mexicano, sobre la respuesta inmunologica de las células sanguineas de especimenes
adultos de la tilapia O. niloticus.

Los promedios de los concentrados obtenidos como productos de los extractos fungicos-de
la biomasa del hongo G. multipileum y P. sanguineus se registraron con diferencias

significativas (P<0.001) entre los tipos de solventes empleados y las correspondientes
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réplicas (Tabla 1). Lo anterior se debe a tres circunstancias, la primera es correspondiente
con_las propiedades quimicas de cada uno de los solventes empleados para el estudio y la
segunda con la especie bioldgica, siendo ello congruente con lo reportado por Abugri y
McElhenney, (2013) cuando emplearon agua destilada, metanol y etanol sobre la biomasa
de los hongaos Agaricus bisporus, Trametes versicolor, G. applanatum y Fomes fomentarius.
En lo que respecta a la tercera circunstancia, es una de las menos exploradas debido a que a
lo largo del crecimiento del cuerpo fructifero que forma la biomasa del basidioma, se
acumulan probablemente diferentes concentraciones y tipos de metabolitos lo que favorece
variaciones significativas,en las concentraciones de metabolitos entre replicas, tal y a como
fue observado en el presente estudio con G. multipileum y P. sanguineus. En dicho sentido,
es recomendable que, en estudios posteriores, se analice la concentracion de metabolitos en
relacién con la biomasa de las diferentes regiones que integran el cuerpo fructifero.

En el caso del hongo chocolate G..multipileum, el solvente que mostré mayor capacidad de
extraccion fue el metanol, con valor promedio de concentrados de extractos de 45.2 mg/gr,
seguido del &cido acético con promedio-de 32.2 mg/gr (Tabla 1). Tales resultados son
congruentes con el estudio ‘Comparativo-de Abugri y McElhenney (2013), quienes
cuantificaron concentraciones maximas de ‘metabolitos flngicos con el metanol en los
hongos poliporales G. aplanatum, -e@n. fenoless#de 147.78 mg/ml y 138.80 mg/ml de
flavonoides. Mientras que en el hongo F~fomentarius lograron extraer 12.96 mg/ml de
fenoles y 38.13 mg/ml de flavonoides con el metanol. En.el caso de nuestro estudio con G.
multipileum con el empleo del agua destilada; se logré obtener en promedio 22.7 mg/gr de
concentrados de extractos. Sin embargo, en el estudio de Abugri y McElhenney (2013) con
G. aplanatum, los resultados de extraccion (4.45 mg/ml derfenoles/11.20 mg/ml de
flavonoides) con agua destilada fueron en apariencia inferiores a’lo reportado en nuestro
estudio; pero estos son congruentes con nuestros resultados, debidofa‘que estos no fueron
considerados como un total de extraccion (15.65 mg/ml), aunado al tipo de unidad de medida
empleado por los autores Abugri y McElhenney (2013).

Por otro lado, Oliveira et al. (2014); en el estudio comparativo con los solventes metanol,
etanol y agua que fueron empleados para la extraccion de metabolitos del cuerpo-fructifero
de G. lucidum, los autores reportan que el extractor méas eficiente fue el metanol~con
concentraciones desde 107.5+5.3 y hasta 93.3+9.1 mg/mlt; simultaneamente comprobaron
que los compuestos metandlicos de G. lucidum mostraron inhibicion del crecimiento de una
linea celular de cancer gastrico, debido a que promueven la muerte de células anormales

interviniendo en la apoptosis y el ciclo celular.
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En contraste con el hongo chocolate, en el hongo colorado P. sanguineus, se observo que el
solvente con mayor capacidad de extraccion de metabolitos fue el &cido acético, con valores
promedio de 44.3 mg/gr, seguido del metanol con registros promedio de 39.2 mg/gr de
concentrade (Tabla 1). El &cido acético, a diferencia del resto de los solventes usados en
este estudio, ha sido poco probado para la extraccién de metabolitos de hongos. Sin embargo,
Casale (1985); desarroll6 un método para la extraccion de Psilocibina en hongos
alucindégenos en €hcual, se induce la desfosforilacion del compuesto a Psilocina usando la
dilucion acuosa del acido acético; en tal sentido. Asi, mismo, Alarcon (2022) comprueba las
propiedades ansioliticas~de la Psilocina ante la adiccion alcohdlica condicionada en el
mamifero Mus musculus; ‘donde, a través del método de Casale, obtuvo 5 mg/gr de
concentrado de extracto fungice del hongo P. cubensis; mencionando, mayor pureza del
metabolito en comparacion con elbagua como solvente.

En el estudio de los efectos inmungestimulantes en O. niloticus, con extractos de los hongos
G. multipileum y P. sanguineus, antesde los tratamientos se observaron en los especimenes
sanos de tilapia porcentajes de células leucocitarias del 1.8% y para células eritrocitarias del
98.2%. En dicho sentido, Hahn-Yon-Hessbergzet al. (2011) reportan porcentajes de células
sanguineas normales para individugs,sanos de" O. niloticus con presencia de 14.2% de
leucocitos y del 85.8% de eritrocites.-MientrassQue Sikandar et al. (2022), mencionan
porcentajes del 1.2% de leucocitos y de.98.8% de.eritrocitos. También Jiménez-Morales
(2024), reporta porcentajes de leucocitos @desde 3.74%_y hasta 96.2% de eritrocitos en
especimenes silvestres del ciclido Vieja melanurus.

En dicho contexto, la proporcién de células en el comparativo/de los resultados obtenidos
como control en este estudio con la literatura citada nos indican_gue los especimenes de O.
niloticus se encontraban sanos durante el manejo, un requisito (idoneo para el presente
anélisis.

En contraste, 24 horas después de la exposicion de los especimenes de tilapia\O. niloticus a
los tratamientos con extractos de metabolitos fungicos de G. multipileum y"R.)sanguineus,
se observaron incrementos significativos (P<0.001) en la concentracion de células
leucocitarias usando ambas especies de hongos (Fig. 9y Fig. 11). En el tratamiento con los
extractos del hongo chocolate G. multipileum,24 horas después del tratamiente;™los
especimenes mostraron porcentajes promedio de células leucocitarias desde 37.9% y hasta
56.6% (Fig. 9) con diferencias significativas (P<0.001) entre especimenes. Mientras que €n

el hongo colorado P. sanguineus, los valores porcentuales promedio fueron mayores, con
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rango desde 43.4% hasta 62.1% (Fig. 11) de células leucocitarias, es decir, la respuesta
inmune de los peces fue mayor en la exposicion con el hongo colorado.

En.elCaso del hongo chocolate G. multipileum, los porcentajes de células leucocitarias en
los especimenes fue de 2.2% y de células eritrocitarias de 97.8%, en tal sentido, algunas
especies del género Ganoderma con las que comparten metabolitos secundarios son usadas
con fines Pprofilacticos contribuyendo a esta respuesta inmune por sus potenciales
propiedades antittmorales y antioxidantes debido a la presencia de compuestos fenolicos,
ergosteroles, polisacaridos, entre otros (Islas-Santillan et al. 2017). En el caso del hongo G.
lucidum como inmunoestimulador en O. niloticus, Yin et al. (2008) observaron mejora en la
actividad de la lisozima‘yAafagocitosis de las células del sistema inmune. De manera similar,
Sikandar et al. (2022), indicap parametros hematoldgicos con porcentajes del 7.6% de
células leucocitarias y 92.4% de.células eritrocitarias posteriores a la exposicion con una
dieta elaborada con biomasa del>hongo champifion Agaricus bisporus al 6% por seis
semanas. Asi mismo, reportan incrementos en la actividad de la lisozima, enzima
directamente involucrada en la respuesta-innata del sistema inmune de los peces, debido a
gue promueven mecanismos importantes como la fagocitosis y la activacion alternativa de
complemento (ACH50).

En comparacion con G. lucidum, -se-observoen el tratamiento con extractos de P.
sanguineus, que los porcentajes de célulasdeucocitaias incrementd a 2.6% y el de las células
eritrocitarias disminuy6 a 97.4%, siendo este ultimo el’més eficiente por la induccion de
mayor presencia de ceélulas inmunitarias en los especifmenes tratados. Lo cual, puede
atribuirse al contenido de compuestos como la cinabarina y*el acido cinabarinico derivados
de la especie P. sanguineus, que han sido poco estudiado en-términos de activacién del
sistema inmunitario en peces (Smania et al.1998; Sménia et al. 2003).

En nuestro estudio, se observd que los especimenes tratados con extractos metabdlicos de
G. multipileum y P. sanguineus, mostraron 100% de sobrevivencia 24 horas‘despues de la
exposicion a los extractos de ambos hongos, manteniéndose asi después de*¥2 horas en el
caso de los especimenes tratados con G. multipileum. Mientras que en el tratamiento con P.
sanguineus, la sobrevivencia de los especimenes se redujo a 91.6%. Sin embargo, este ultimo
porcentaje se atribuye al estres durante el manejo de los ejemplares en los experimentes:
Finalmente, los resultados del presente estudio demuestran que las dos especies de hongos
utilizadas estimulan la division celular de las células leucocitarias, siendo mayores en €l
hongo P. sanguineus, por todo lo anterior, seria necesario que en el futuro se hagan estudios

utilizando organismos contaminados con agentes patogenos y en los cuales se evalte la
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eficacia o respuesta de los extractos fungicos como los encontrados en la presente

investigacion con fines terapéuticos y preventivos.
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Resumen de la Tesis:

En el sureste de México, caracterizado por el
clima himedo, la diversidad de hongos ha
sido ampliamente documentada. Sin
embargo, la utilidad de tales organismos solo
se ha evidenciado como degradadores de
materia organica y fuente de alimento. En
dicho sentido, los metabolitos de hongos
macrascépicos con propiedades
inmupeestimulantes han sido de reciente
interés’para la prevencion de enfermedades
en humanes, con aplicacién en la acuicultura.
Este es el“primer estudio en el sureste de
México, dondesse ha valorado la eficiencia de
la extraccion de _metabolitos de Ganoderma
multipileum y Pycnoporus sanguineus, con el
fin de evaluar los éfectos inmunoestimulantes
de los extractos en especimenes adultos de la
tilapia Oreochromis nileticus. por ello, se
estudi6 la capacidad (de extraccion de
metabolitos con cinco solventesy se probaron
en 12 especimenes adultos €anos de tilapia.
Se les suministr6 intramuscularmente
100,000 pg de extracto por kgqde) peso y
veinticuatro  horas  después e, los
tratamientos, se extrajeron muestrasy de
sangre que fueron comparadas 'Y sles
resultados en porcentajes, analizades
estadisticamente. El solvente con mayer
capacidad de extraccion de metabolitos fue el
metanol para G. multipileum y el &cido acético
para P. sanguineus; ambas especies
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mostraron capacidad inmunoestimulante en
O. niloticus. Sin embargo, los extractos de P.
sanguineus dieron mayor estimulacion en
términos del nimero de células leucocitarias,
estos resultados abren nuevas perspectivas
para la aplicacién de estos compuestos para
el tratamiento de enfermedades en peces.
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