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RESUMEN

El género Cyttaria pertenece a la familia Cyttariaceae (Division Ascomycota) y sus especies
son parasitos obligados de arboles del género Nothofagus. Se distribuye naturalmente en el
hemisferio sur en lugares donde existe presencia de estas especies arboreas, encontrdndose
siete especies de Cyttaria presentes en nuestro pais: C. berteroi, C. darwinii, C. espinosae, C.
hariotii, C. hookeri, C. johowii y C. exigua, que comunmente se conocen como “Digiiefies” y
que tienen gran importancia desde el punto de vista alimenticio, ya que han sido consumidos

desde la prehistoria por pueblos originarios.

En Chile se han realizado estudios sobre taxonomia, ecologia y analisis quimico-nutricional de
algunas especies del género Cyttaria, recolectadas principalmente en la Region Metropolitana
y Region del Maule. Por este motivo, en esta investigacion se incluyen especies de otras zonas
geograficas de Chile y se propone determinar cual de estas especies estudiadas presenta una
mejor composicion nutricional y un alto potencial medicinal para combatir enfermedades
asociadas a estrés oxidativo y cancer, lo que puede aportar informacion relevante. El objetivo
de esta investigacion fue determinar la composicion nutricional, capacidad antioxidante y
actividad citotoxica de las especies del género Cyttaria mas consumidas en Chile recolectadas

durante el afio 2018.

El presente estudio describe el analisis de la composicion nutricional de Cyttaria spp., para lo
que se utilizo el procedimiento oficial descrito en AOAC. El contenido fendlico total y la
capacidad antioxidante de diferentes extractos de las especies C. hariotii y C. espinosae, se
evalué mediante un ensayo ABTS"". Por otro lado, los fenoles totales fueron determinados por

el ensayo Folin-Ciocalteu y se expresaron como equivalentes de acido galico.

Dentro de los resultados obtenidos, la especie C. espinosae presentd un alto contenido de
proteinas con un promedio de 20 g/100 g en peso seco. El extracto de C. hariotii presentd una
cantidad promedio de 1,1 mg/g equivalentes de acido galico, asociado a un alto contenido de
compuestos fendlicos y una capacidad antioxidante promedio de 10,8 mg de equivalentes
Trolox/100g de extracto. Asimismo, el extracto de polisacaridos de uno de los extractos de C.



Vi

hariotii mostré un efecto citotoxico sobre las células de la linea celular de leucemia humana

donde se obtuvo un valor ICsg de 2,1 mg/mL que disminuyd el % de viabilidad celular.

Palabras clave: Cyttariales, diglefies, hongos comestibles, antioxidantes, citotoxicidad.
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ABSTRACT

The genus Cyttaria belongs to the family Cyttariaceae (Ascomycota Division) and its species
are obligate parasites of trees of the genus Nothofagus. It is naturally distributed in the
southern hemisphere in places where there is a presence of these tree species, with seven
species of Cyttaria present in our country: C. berteroi, C. darwinii, C. espinosae, C. hariotii,
C. hookeri, C. johowii and C. exigua, which are commonly known as “Digiiefies” and which
are of great importance from the nutritional point of view, since they have been consumed

from prehistory by native people.

In Chile, studies have been carried out on taxonomy, ecology and chemical-nutritional
analysis of some species of the Cyttaria genus, collected mainly in the Metropolitan Region
and Maule Region. For this reason, this research include species from other geographical areas
of Chile and it is intended to determine which Cyttaria species studied has a better nutritional
composition and a high medicinal potential for the prevention and treatment of degenerative
diseases, which can provide relevant information. As a general objective we proceeded to
determine the nutritional composition, antioxidant capacity and antitumor activity of Cyttaria

species, more consumed in Chile, collected during 2018.

This study describes the analysis of nutritional composition of Cyttaria spp. termined by
means of official AOAC described method. The content of total polyphenols and total
antioxidant capacity of different extracts from C. hariotii y C. espinosae was evaluated using
the ABTS. Likewise, total phenol were determined by means of Folin-Ciocalteu assay, and

results were expressed as gallic acid equivalents.

Among the results obtained, the species C. espinosae had a high protein content with an
average of 20 ¢g/100 g in dry weight. The extract of C. hariotii had an average amount of 1.1
mg/g equivalent of gallic acid, which is associated with a higher content of phenolic
compounds and an average antioxidant capacity of 10.8 mg of Trolox equivalents/100g of

extract. Likewise, the polysaccharides extract of one of the C. hariotii extracts showed a
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cytotoxic effect on the cells of the human leukemia cell line where an 1Cso value of 2.1 mg/mL
was obtained which decreased the % cell viability.

Keywords: Cyttariales, diguefies, edible fungi, antioxidants, cytotoxicity.
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I. INTRODUCCION

Los hongos del género Cyttaria son parésitos obligados de arboles del género Nothofagus,
como: robles, coihues, fiirres, entre otros y se encuentran distribuidos en el hemisferio sur.
Estos hongos se desarrollan sobre las ramas y, en algunos casos, sobre troncos de los arboles,
ocasionando malformaciones en forma de tumores, de las que emergen fructificaciones en

forma de estromas, generalmente, durante la primavera.

En Sudamérica, las especies de Cyttaria se ubican en bosques nativos de Chile y Argentina,
donde algunas de ellas son apetecidos y recolectadas por la comunidad general. En el pasado
han sido estudiadas, principalmente, en términos taxonémicos y ecologicos, pero Ultimamente
han adquirido un papel relevante, debido a las propiedades nutricionales y potencial medicinal
que poseen (Schmeda-Hirschmann et al., 2001; Inzunza, 2016; Toledo et al., 2016).

1.1. Antecedentes generales del género Cyttaria

El género Cyttaria Berk. pertenece a la familia Cyttariaceae (Divisidbn Ascomycota) y es de
caracter monotipico. Cuenta con 11 especies conocidas a nivel mundial, siete en Sudamérica
(Gamundi, 1971; 1991; Gamundi et al., 2004) y cuatro en Australasia, siendo todas paréasitas
exclusivas del género Nothofagus, causando tumores en sus hospederos a partir de los cuales

fructifican estromas (Figura 1).

en

Figura 1. a) Estromas de C. berteroi; b) Esquema de un estroma de Cyttaria. ec: ectostroma,

en: endostroma, a: apotecio, ¢: columela, ps: pseudotejido intersticial, v: venas, p: pie.



Existen numerosos trabajos taxonomicos sobre las especies sudamericanas del género Cyttaria
(Barrera, 2004; Espinosa 1926, Marchionatto, 1940; Gamundi, 1971, 1986; Gamundi et al.,
2004; Sandoval-Leiva, 2012), en los cuales se da a conocer informacion relevante sobre estas
especies y donde se evidencia la presencia en Chile de C. berteroi Berk., C. darwinii Berk., C.
espinosae Lloyd, C. hariotii E. Fisch., C. hookeri Berk., C. johowii Espinosa y C. exigua
Gamundi. La distribucion del género Cyttaria esta asociada a la presencia de Nothofagus. Por
esta razon a nivel sudamericano podemos encontrarlo en Chile y Argentina, pero también esta

presente en otros lugares del hemisferio sur como Australia y Nueva Zelanda.

En general, los estromas de estos hongos son carnosos a gelatinosos, esféricos a piriformes,
donde se encuentran inmersos los apotecios, con ascos 8-esporados, cilindricos, inoperculados,
con presencia de un poro apical, paréafisis abundantes, pluriseptadas y filiformes, esporas
uniseriadas, no septadas, hialinas, amarillentas cuando jOvenes, grises a negras cuando
maduras, lisas a rugulosas y elipticas a subglobosas (Gamundi, 1971; 1986). A diferencia de la
mayoria de los hongos, las paredes celulares de estromas de C. hariotii y probablemente de
otras especies del género, estan conformadas por B-(1-3)-glucanos y carecen de quitina (Oliva
et al., 1986).

1.2. Relacidén de Cyttaria spp. con arboles del género Nothofagus

Existe una asociacién obligatoria entre las especies del género Cyttaria y sus hospederos que
corresponden a arboles del genero Nothofagus que a menudo se cita como un ejemplo clasico
de cofilogenia y es uno de los pocos casos en los que la biogeografia de un hongo es incluida
en un analisis de este tipo (Peterson et al., 2010). La historia del género Nothofagus es clave
en la comprension biogeografica del hemisferio sur (Darlington, 1965; Steenis, 1971; Cracraft,
1975), ya que el polen de Nothofagus es distintivo, producido en grandes cantidades y facil de
fosilizar, siendo un indicador de que Nothofagus estaba muy extendido en gran parte del sur de

Gondwana antes de la ruptura continental (Dettmann et al., 1990; Hill, 1991).

Las asociaciones entre las especies de Cyttaria y Nothofagus, por lo general, no corresponden

a una simple relacion uno es a uno; varias especies de Cyttaria pueden infectar una especie de



Nothofagus y una especie de Cyttaria puede infectar a varias especies de Nothofagus (Figura
2). En general, una especie de Cyttaria se asocia con mas de una (hasta 5) especies de
Nothofagus, que a su vez estan asociados con mas de una (hasta 4) especies de Cyttaria
(Peterson et al., 2010). No obstante, en nuestro pais la Unica especie de Nothofagus no

parasitada por Cyttaria spp. es Nothofagus alesanndrii Espinosa.
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Figura 2. Relaciones entre especies de Cyttaria y Nothofagus. Las lineas que conectan a los
arboles hospederos y sus parasitos representan asociaciones; los nimeros en paréntesis indican
el numero de asociaciones por taxon. Los recuadros sombreados con tonos grises indican los
subgéneros de Nothofagus que albergan a Cyttaria spp. SSA: Sur de Sudamérica, AUS:
Australia, NZL: Nueva Zelanda, NGU: Nueva Guinea, NCA: Nueva Caledonia (Fuente:
Peterson et al., 2010).

Las especies de Cyttaria son comUnmente conocidas como “Digliefies” siendo consumidas en
Chile y en Argentina, pero como se mencioné anteriormente, también podemos encontrarlas
en otras zonas geograficas donde crecen arboles del género Nothofagus. Asi los diguefies han
sido utilizados con fines gastrondmicos desde hace afios, siendo recolectados para consumo o

fines comerciales.



1.3. Importancia de las especies del género Cyttaria como PFNM

Los Productos Forestales No Madereros (PFNM) han sido definidos como “aquellos bienes de
origen bioldgico distinto de la madera, procedentes de los bosques, de otros terrenos arbolados
y de &rboles situados fuera de los bosques, independiente de su naturaleza” (INFOR, 2009).
En los ultimos afios, los PFNM han causado un interés considerable en todo el mundo, pues se
estd reconociendo su importancia para conseguir la conservacion de la diversidad biologica vy,

ademas, se ha comprobado que su consumo mejora la calidad de vida de las personas.

La recoleccion de PFNM es una actividad ancestral donde los hongos silvestres comestibles
(HSC) han tenido gran importancia. Los hongos nativos presentan un buen nivel de riqueza y
diversidad, debido al alto grado de endemismo que presentan los bosques nativos, lo que se
debe a las condiciones ambientales y ecoldgicas predominantes (FAO, 1999). Segln Lopez &
Fuenzalida (1998) numerosos hongos han sido recolectados por los mapuches como alimento,
dentro de los que destacan las especies de Cyttaria, conocidas vulgarmente como "Diguefies",
"Quirefies", entre muchos otros nombres comunes. Los digiefies (Cyttaria spp.) son hongos
comestibles que parasitan robles, coigiies y otros arboles del género Nothofagus, distribuidos
desde la zona central de Chile hasta la Patagonia. La practica de su recoleccion como alimento
se remonta a los primeros habitantes de estas tierras y actualmente, todavia son recolectados.
Los cuerpos fructiferos de estos hongos en un comienzo fueron considerados “frutos" del arbol
hospedero y no solamente se consumian en estado fresco, sino también se hacian fermentar

para obtener un brebaje alcohdlico conocido como “chicha” (Mdsbach, 1991).

Las especies del género Cyttaria se caracterizan por presentar estromas esféricos y carnosos,
por lo que han sido recolectados desde la prehistoria por varias tribus amerindias y usados
como una fuente de alimento (Dominguez, 2010). El pueblo Mapuche estaba conformado por
cazadores, recolectores y agricultores, siendo su territorio coincidente con los bosques de
Nothofagus del centro y sur de Chile. En la Region de Los Rios y en la Regién de Los Lagos,
la recoleccion de PFNM, en especial, de HSC es una tradicion que se remonta a mucho tiempo
atras. De hecho, para los Huilliches los hongos comestibles formaban parte importante de su
dieta (Sepulveda, 2005).



Otros autores se refieren al consumo de los diglefies por etnias que habitaban Tierra del
Fuego, por ejemplo: C. darwinii fue consumido por los Selknam (Onas) y también era
recolectada por los Kawashkar (Alacalufes) (Emperaire, 1963) y Yamanas (Chapman, 1987).
Mientras que C. hookeri, conocido como "Assuim™ o "Uaiaca”, también era recolectado, con
un sabor ligeramente amargo e inoloro en fresco, por lo que era consumido preferentemente
deshidratado (Mufioz et al., 1981).

Mufioz et al., (1981) incluyen a C. berteroi, C. darwinii, C. espinosae, C. hariotii y C. hookeri
entre las especies comestibles de este género, aungue hoy en dia se sabe que todas las especies
de Cyttaria son comestibles, algunas en menor cantidad que otras por su consistencia y sabor.
Su recoleccion para el consumo y/o venta directa, continGa siendo una actividad conveniente
para la poblacion rural de la zona centro-sur de Chile, donde los digiiefies son vendidos en
mercados Yy ferias. Todas las especies de Cyttaria comercializadas son recolectadas en bosques
dominados por Nothofagus. La especie mas comudn es C. espinosae, que habitualmente se
encuentra en renovales de Nothofagus macrocarpa (A.DC.) F.M.Vazquez & R.A.Rodr. (Roble
de Santiago) y Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. (Hualle), mientras que C. berteroi es comdn

en arboles maduros de Nothofagus glauca (Phil.) Krasser (Hualo) y N. obliqua.

Aunque cada vez son mas las personas que consumen diglefies en Chile, todavia se conoce
poco acerca de su valor nutritivo y compuestos bioactivos que presenten actividad bioldgica
y/o farmacoldgica, destacando los estudios realizados por los autores Ipinza et al., (1989) y
Schmeda-Hirschmann et al., (1999, 2001) en la Region Metropolitana y Region del Maule,
respectivamente. Por el contrario, en Argentina se han realizado varios trabajos examinando
ejemplares del género Cyttaria, los que han llevado a aislar y determinar la estructura de
compuestos solubles en agua o solventes polares, formados por un numero elevado de
moléculas de azucares simples. La composicion de los polisacaridos de C. hariotii y C.
johowii fue investigada por Femandez-Cirelli & Lederkremer (1974), Waksman et al., (1975)
y Waksman et al., (1977). Mientras que Femandez-Cirelli et al., (1989), analizaron el efecto de
los cambios estructurales sobre la accion antitumoral de los glucanos de C. hariotii y C.

darwinii.



Aun asi, queda mucho por investigar en términos quimico-nutricionales sobre Cyttaria spp. y
otros hongos silvestres comestibles nativos asociados a Nothofagus.

1.3.1. Conservacion de los hongos chilenos con énfasis en Cyttaria spp.

Los hongos fueron ignorados en iniciativas tradicionales de conservacion por mucho tiempo,
principalmente, debido a la escasa informacion sobre su demografia, distribucion y ecologia.
Heilmann-Clausen et al., (2014) promovieron la integracion de los hongos en la biologia de la
conservacion y gracias a esto, hoy en dia existe una guia atil para la estimacion de medidas
clave en el proceso de evaluacion de amenazas de la Union Internacional para la Conservacion
(UICN). Un hito significativo para contribuir a la conservacién de los hongos, ha sido la
reciente incorporacion de las primeras 100 especies de hongos a la Lista Roja Global de
Especies Amenazadas de la UICN (Mueller, 2017).

Actualmente, en nuestro pais contamos con colecciones bioldgicas conocidas como fungarios
que pertenecen a distintas instituciones y que tienen como finalidad la conservacion de los
hongos, ya que permiten proteger su diversidad, conocer la composicion de especies de un
ecosistema o cambios en sus poblaciones a través del tiempo y espacio, asi como también,

permite comparar sus caracteristicas para una adecuada determinacion taxonémica.

La clasificacion del estado de conservacion de especies en Chile est4 a cargo del Ministerio
del Medio Ambiente (MMA), a través del Reglamento para la Clasificacion de Especies
Silvestres (RCE). En el afio 2013, se incorpora el Reino Fungi a la Ley 19.300 sobre Bases
Generales del Medio Ambiente, por lo que desde el X1 Proceso de Clasificacion, los hongos se
encuentran incluidos en el Inventario Nacional de Especies MMA, encontrandose actualmente
83 registros de macrohongos, de los cuales 23 son nativos y/o endémicos (Tabla 1, actualizada
a julio de 2019), lo cual se vio favorecido gracias a la incorporacion de los estudios de hongos
en las lineas de base de proyectos en estudio por el Servicio de Evaluacion Ambiental (SEA),
donde la revision y analisis sélo se centra en el estudio de los macrohongos, excluyendo los
hongos inferiores. En la Tabla 1 se resaltan en color amarillo dos especies del género Cyttaria,

C. exigua catalogada en Preocupacion menor (LC) y C. berteroi catalogada En Peligro (EN).



Tabla 1. Especies nativas incluidas desde el | al X1V Proceso de Clasificacion de Especies.

Especie Categoria Distribucion nacional Funcidn ecoldgica
Amanita gayana NT VI - X Micorriza Nothofagus
Amanita merxmuelleri LC VII - XII Micorriza Nothofagus
Anthracophyllum discolor LC IV -X Saprétrofo
Boletus loyo EN VIl - XIV Micorriza Nothofagus
Bondarzewia guaitecasensis LC IX-XI Parésito Nothofagus
Clitocybula dusenii LC VIHI - XII Saprotrofo
Cordyceps cuncunae DD IX-XIV-X Parasito de larvas
Cortinarius magellanicus LC VII - Xl Micorriza Nothofagus
Cyttaria berteroi EN, LC V- X Parésito Nothofagus
Cyttaria exigua LC X1 - XII Parésito Nothofagus
Dermocybe nahuelbutensis NT VII - XIV Micorriza Nothofagus
Descolea antarctica LC RM - XII Micorriza Nothofagus
Entoloma necopinatum VU IX-X Saprétrofo
Gastroboletus valdivianus EN VIII - XIV Micorriza Nothofagus
Gautieria inapire VU X Micorriza Nothofagus
Hygrocybe striatella VU VI - XIV Saprotrofo
Hygrophorus nothofagi EN VII, VI X, XIV Micorriza Nothofagus
Lepiota trongolei NT VIII - X Saprétrofo
Mycena subulifera NT VIII - X Saprétrofo
Porpoloma sejunctum LC VII - XIl Micorriza Nothofagus
Russula austrodelica VU VIl - XIV Micorriza Nothofagus
Russula fuegiana LC VII - XIl Micorriza Nothofagus
Thaxterogaster albocanus NT VII - Xl Micorriza Nothofagus

Fuente: Elaboracion propia basada en informacion obtenida de la pagina web del MMA.

Las especies de hongos nativos que se encuentran en nuestro pais estan amenazadas, tanto por
problemas globales como el cambio climatico, y/o regionales, como los cambios en el uso de
suelo, los incendios y la pérdida de vegetacion nativa (Petit et al., 2018), lo que conlleva un
problema para estudiar estos organismos y, al mismo tiempo, para ayudar a conservar las
especies de interés, que incluyen hongos silvestres comestibles que aun contindan siendo parte
de la dieta de algunos pueblos originarios ligados a los bosques templados lluviosos del centro
y sur de Chile (Toledo et al., 2014; Cortés et al., 2017). Existen hongos comestibles asociados
a bosques de Nothofagus spp., ya sean ectomicorricos o parasitos, dentro de los que podemos
encontrar a: Boletus loyo (Loyo), Boletus loyita (Pichi Loyo), Ramaria spp. (Changles),



Fistulina antarctica (Lengua de vaca), Grifola gargal (Gargal) y Cyttaria spp. (Diguefies). En
este Gltimo caso, se sabe que C. berteroi se encuentra catalogada EN, siendo sus principales
amenazas actuales la restriccion de su distribucion a la zona central y centro-sur, la tala del
bosque nativo dominado por Nothofagus spp. y la sobreexplotacion de este PFNM, debido al
aumento de su recoleccidn para venta y/o consumo, lo que podria extrapolarse a otras especies

del género, especialmente, a C. espinosae por ser una de las més consumidas.

Es necesario promover la conservacion y valorizar nuestros hongos comestibles, ya que tienen
gran importancia como fuente de nutrientes y compuestos bioactivos. Los efectos beneficiosos
que tienen los hongos sobre la salud humana han llevado a que éstos sean considerados como
alimentos funcionales que se definen como: “Aquellos alimentos que ademas de aportar
nutrientes, pueden influir de forma especifica y positiva sobre ciertas funciones bioldgicas,
mejorando nuestro estado general de salud y/o reduciendo el riesgo de padecer ciertas
enfermedades” (Rodriguez et al., 2006).

1.3.2. Descripcion de las especies consideradas en este estudio

Es importante reconocer las caracteristicas distintivas de los hogos comestibles, esto se logra
observando sus caracteristicas externas y microscopicas. Todas las especies de Cyttaria
presentes en nuestro pais son comestibles, pero a continuacion sélo se describen macro y
microscopicamente las especies mas consumidas en Chile, considerando las descripciones
realizadas por Gamundi (1971) y observaciones personales sobre su ecologia, fructificacion

y comestibilidad.

Cyttaria berteroi Berk, cominmente se conoce como Pinatra o Curacucha (Figura 3), posee
estromas maduros gelatinosos, turbinados e irregularmente globosos, de gran tamafio, 2,5-12
cm de diametro, con apotecios separados de boca pequefia irregularmente circular o
poligonal, con un borde reflexo, delimitados superficialmente por valéculas; s6lidos o con
cavidades irregulares y venas opacas, ramificadas irregularmente; sin espermogonios. De

color amarillento a anaranjado en fresco y de color ferruginoso en estado seco.



Presenta apotecios urceolados, dispersos y escasos, de 4-7 mm de profundidad, 7-12 mm de
didmetro, con himenio anaranjado vivo en fresco, debido a un pigmento lipoide que
contienen las paréfisis y los ascos, siendo éstos 8-esporados, claviformes, inoperculados,
adelgazandose hacia abajo para terminar en un pie bifurcado, con cilindro apical amiloide,
ascosporas uniseriadas, cuando jovenes subglobosas a elipsoides, al madurar mas o menos
cubicas al interior del asco, irregularmente globosas a subpoliédricas al ser liberadas,
quedando ocasionalmente adheridas unas con otras, con contenido granuloso y glébulos

amarillentos, episporio castafio, grueso y liso, de 11-19 um en diametro.

Se desarrolla sobre ramas de N. macrocarpa, N. obliqua y N. glauca, fructificando durante la
primavera, entre los meses de octubre y noviembre; con una distribucién restringida desde la
zona central hasta Valdivia. Sus estromas maduros son grandes, con una consistencia carnosa,
elastica y levemente acuosa. Con un olor y sabor levemente dulce. Suelen ser muy codiciadas

y cada vez menos frecuentes en el bosque, siendo una especie catalogada En Peligro (EN) para

la Region de Valparaiso y Region Metropolitana, principalmente por tala de bosque nativo.

Figura 3. a) Estromas de Cyttaria berteroi creciendo sobre una rama de N. obliqua; b)
Representacion de estructuras microscopicas de C. berteroi (Gamundi, 1971, ver Anexo 1).
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Cyttaria espinosae Lloyd, comUnmente se denomina Diguefie, Quirefie, etc. (Figura 4), sus
estromas maduros carnosos, globosos, con apotecios muy cercanos entre si, de boca
diagonal, separados por tabiques muy delgados; con base estéril blanca, hueco en la madurez
y con endostroma de consistencia corchosa, de 1,5-5 cm de diametro; se desarrollan sobre
tumores globosos; con espermogonios abortados. De color amarillo-anaranjado a anaranjado
intenso en los dos tercios superiores cuando joven y de un color anaranjado-ocraceo cuando
maduro. Presenta apotecios prismaticos a piramidales, de 3-5 mm de diametro y 4-6 mm de
profundidad, con el himenio de color anaranjado y aspecto aterciopelado; ascos 8-esporados,
cilindricos, paréfisis pluriseptadas, bifurcadas, apice algo ensanchado, conteniendo muchas
gutulas; parafisis apicales robustas, cilindricas, en empalizada laxa; ascosporas subglobosas,
lisas, ocraceas a fumosas, de paredes delgadas y conteniendo muchas gutulas, 11-14 um de

diametro;

Crece sobre las ramas de N. macrocarpa, N. obliqua, N. glauca y Nothofagus alpina (Poepp.
& Endl.) Oerst. Fructifica durante la primavera, entre los meses de septiembre y noviembrg;
con una distribucién restringida a la zona centro-sur. Sus estromas maduros, tienen una
consistencia carnosa, blanda, algo seca y elastica. Olor y sabor agradable, no caracteristico.
Su recoleccién se ha mantenido en el transcurso del tiempo, aumentando drasticamente en
los Gltimos afios. Esta especie es la mas consumida a nivel nacional a lo largo de toda su
distribucion geografica, siendo su principal amenaza la sustitucion de bosque nativo por

plantaciones forestales y la sobreexplotacién como Producto Forestal No Maderero (PFNM).

2 { —p——
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Figura 4. a) Estromas de Cyttaria espinosae creciendo sobre una rama de Nothofagus obliqua
juvenil; b) Representacion de estructuras microscopicas de C. espinosae (Gamundi, 1971, ver
Anexo 2).

Cytaria hariotii E. Fisch, recibe el nombre comin de Llao Llao o Digiefie del Coihue
(Figura 5), presenta estromas maduros subglobosos con una base cénica, de 2-4,5 cm de
diametro; con apotecios contiguos, separados por valéculas profundas, huecos en la
columela; estromas inmaduros amarillo-anaranjados y amarillo-ambarinos cuando maduros,
diluyéndose hacia la base, con venacién irregular; espermogonios superficiales,

sobresalientes. De consistencia gelatinosa en estado fresco y cornea en seco.

Presenta apotecios caliciformes, de 5-7 mm de profundidad, 3-8 mm de diametro en la parte
media y 2-5 mm de didmetro en la boca, con himenio de color anaranjado intenso,
constituido por ascos cilindricos, 8-esporados, achatados en el apice, con un poro apical
amiloide en estado inmaduro, con apice desgarrado cuando dehiscentes; parafisis simples,
pluriseptadas, catenuladas, conteniendo granulos amarillentos; ascosporas uniseriadas,
unicelulares, subglobosas, pero a veces poliédricas debido a la presién mutua que existe al
interior del asco, con episporio grueso y aspero, ocre-olivaceo, tamafio variable 12-15 um de

didmetro.

Se desarrolla sobre ramas y troncos de Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst., Nothofagus
antarctica (G.Forst.) Oerst., Nothofagus pumilio (Poepp. & Endl.) Krasser, Nothofagus
betuloides (Mirb.) Oerst. y Nothofagus nitida (Phil.) Krasser. Produce estromas durante
primavera y verano, entre los meses de noviembre y enero; con una distribucion desde la
zona centro-sur hasta la Patagonia. Sus estromas maduros tienen consistencia sabrosa,
elastica y acuosa. Con un olor agradable, similar al durazno y sabor agradable. Suelen
consumirse en poca cantidad, ya que fermentan rapidamente, por lo que son utilizados para

preparar una bebida alcohdlica (chicha).
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Figura 5. a) Estromas de Cyttaria hariotii creciendo sobre una rama de Nothofagus dombeyi;

b) Representacion de estructuras microscopicas de C. hariotii (Gamundi, 1971, ver Anexo 3).

1.4. Aporte nutricional de los hongos comestibles

Los hongos silvestres han sido parte de la dieta humana durante varios siglos, esto se debe a
sus caracteristicas nutricionales y organolépticas: sabor, textura y olor (Roman et al., 2006).
Nutricionalmente hablando los hongos son bajos en grasas, pero presentan un alto contenido

en proteinas, carbohidratos, fibra dietética, vitaminas y minerales (Crisan & Sands, 1978).

Ademas de ser reconocidos como un alimento nutritivo, ciertos hongos también son una fuente
importante de compuestos bioldgicamente activos con potencial medicinal, éstos incluyen:

compuestos fendlicos, esteroles y triterpenos (Wasser, 2010).

Como se muestra en la Figura 6, el indice nutricional de algunas setas estd basado en el
contenido relativo de aminoacidos esenciales que nos muestra de forma intuitiva la calidad
proteica de un alimento, siendo levemente inferior al de la carne y comparable al de la leche y

algunas legumbres.



13

[y [oN]
o o

=
o

indice nutricional
N w
| =} o

[
(=]

& e \\O
Q O

o 0 Q& c o D
- b, / > »
Q\i‘ o) @?: & fae)

> (e] R () >
0 2 NG X > >3
Q%Q X N < L &

, & i &
&« SR &Y & o
Q\’b

Tipo de alimento

Figura 6. Comparacion del indice nutricional de diferentes alimentos con el indice nutricional

de hongos comestibles (Fuente: Boa, 2004).

Cuando se estudian los componentes nutricionales siempre debe tenerse en cuenta si se esta
hablando en peso seco o peso fresco, pues la cantidad de humedad de los hongos varia
dependiendo la especie o el estado de desarrollo (Albert6, 2008). En general, el contenido de
proteina cruda de hongos comestibles varia mucho y oscila entre el 15% y el 35% de peso
seco dependiendo de la especie, variedades y etapa de desarrollo del cuerpo fructifero (Crisan
& Sands 1978; Longvah & Deosthale, 1998; Manzi et al., 1999; Diez & Alvarez, 2001;
Mdachi et al., 2003).

De acuerdo a la FAO (1991), la calidad de la proteina de los hongos es mejor que la mayoria
de las proteinas vegetales, esto se debe a que las proteinas de los hongos son relativamente
ricas en aminoacidos (Tabla 2) como: treonina (41-95 mg/g de proteina en peso seco), valina
(36-89 mg/g de proteina en peso seco), acido glutdmico (130-240 mg/g de proteina en peso
seco), acido aspartico (91-120 mg/g de proteina peso seco) y arginina (37-140 mg/g proteina
en peso seco), pero suelen ser pobres en metionina (1.2-22 mg/g proteina en peso seco) y
cisteina (16-19 mg/g de proteina en peso seco). También se ha informado que la lisina,
leucina, isoleucina y el triptéfano suelen ser los aminoacidos limitantes en algunos hongos
comestibles (Cheung, 1997; Manzi et al., 1999; Diez & Alvarez, 2001).
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Tabla 2. Proporcion de aminodcidos esenciales en mg/g peso seco en algunas especies de
hongos comestibles.

Aminoécidos! B. edulis C. gambosa C. cibarius P. ostreatus
e 0,12 nd? nd nd
Leu 0,47 0,45 0,21 0,02
Lys 5,46 4,19 5,74 4,65
Met 0,74 1,01 0,41 0,12
Phe 0,19 0,08 0,06 0,09
Thr 9,14 571 8,98 6,99
Trp 0,03 0,09 0,02 0,01
Val 1,41 1,27 1,34 1,21

lle, L-Isoleucina; Leu, L-Leucina; Lys, L-Lisina; Met, L-Metionina; Phe, L-Fenilalanina; Thr, L-Treonina; Trp,
L-Triptofano; Val, L-Valina; 2No detectado; Fuente: Beluhan & Ranogajec (2011).

Los hongos comestibles generalmente son bajos en lipidos (menos del 5% en peso seco), en
especial, su perfil de acidos grasos insaturados. En general, los &cidos grasos méas abundantes
en hongos son el &cido oleico y linoleico (688-840 mg/g de lipido en peso seco), sin embargo,
hay especies ricas en otro tipo de acidos grasos, como es el caso de Cantharellus cibarius, que
presenta un elevado porcentaje del acido graso insaturado gadoleico (Tabla 3) (Cheung, 1997;
Longvah & Deosthale, 1998; Diez & Alvarez, 2001; Yang et al., 2002). Respecto al acido
linoleico, este es un acido graso esencial para el ser humano y tiene una gran importancia en la
sintesis de compuestos organicos volatiles responsables del caracteristico olor a seta (Combet
et al., 2006).

Tabla 3. Composicion en acidos grasos (%) de algunas especies de hongos comestibles.

Acidos grasos B. edulis L. deliciosus  C. gambosa C. cibarius P. ostreatus
C14:0 Miristico 0,15-0,18 0,17-0,48 0,40 0,09-0,13 0,66
C16:0 Palmitico 9,84-10,03 5,4-12,08 13,57-15,16 7,19-13,08 124
C16:1 Palmitoleico 0,53-2,01 0,18-0,92 0,65-0,88 0,2-0,49 0,46
C18:0 Esteérico 2,75 25,33-51,29 2,14-3,24 3,34-6,49 3,71
C18:1 Oleico 36,1-39,72  12,51-41,26  18,1-32,54 8,13-10,78 10,36
C18:2 Linoleico 42,2-44,32  17,06-23,19  43,88-57,75  50,01-53,59 65,29
C18:3 Linolénico 0,07-0,17 0,26-0,41 0,45-0,93 0,08-0,1 0,03
C20:0 Araquidénico 0,34-0,44 0,18-0,44 0,33-0,47 0,18-0,31 0,13
C20:1 Gadoleico 0,49-0,68 0,03-0,1 0,13 11,48-27,98 0,11

Fuente: Barros et al., (2007, 2008); Pedneault et al., (2006); Ergonul et al., (2013); Chye et al., (2008).
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En cuanto al contenido total de carbohidratos presentes en los champifiones, incluyendo
carbohidratos digeribles y no digeribles, éste varia con las especies, teniendo un valor que va
desde el 35% al 70% PS (Longvah & Deosthale, 1998; Diez & Alvarez, 2001; Mau et al.,
2001). Los carbohidratos digeribles mas abundantes en hongos son el manitol (Vaz et al.,
2011), la glucosa (Kim et al., 2009) y el glucégeno (Diez & Alvarez, 2001). Los no digeribles
se encuentran en mayor proporcién e incluyen oligosacaridos como la trealosa y polisacaridos

como la quitina, B-glucanos, mananos y otros heteropolisacaridos.

Algunos estudios comparativos entre especies, muestran a Lentinula edodes como la mas rica
en carbohidratos (17,62 g/100 g de materia seca) y azUcares simples, frente a otras especies
como el champifion comin Agaricus bisporus (5,98 g/100 g de materia seca) (Reis et al.,
2012). Existe una gran variacion en el contenido de fibra dietética de los champifiones,
dependiendo de su morfologia y la especie (Cheung, 1997; Diez & Alvarez, 2001). Segln
algunos estudios los hongos son una buena fuente de fibra dietética, teniendo mayor cantidad
de fibra insoluble que de soluble (Manzi et al., 2004). Los hongos que mayor porcentaje de
fibra total presentan son A. bisporus, Pleurotus ostreatus y Cyclocybe aegerita (Manzi et al.,
1999, 2004).

Existe poca informacion sobre el contenido de vitaminas disponible en los hongos en estado
silvestre, pero se ha observado que algunos hongos comestibles cultivados contienen varias
vitaminas, incluyendo riboflavina (vitamina B2), niacina y folatos en concentraciones que
dependen de la especie y varian dentro del rango de 1.8-5.1, 31-65 y 0.30-0.64 mg/100 g PS,

respectivamente (Mattila et al., 2001).

También existe presencia de pequefias cantidades de vitamina C, pero la vitamina D esta casi
completamente ausente en hongos comestibles cultivados por la baja exposicion solar; sin
embargo, los niveles de ergosterol y ergocalciferol son relativamente altos (400-600 mg/100 g
PS) lo que es importante, ya que éstos pueden ser convertidos en vitamina D en presencia de la
luz solar (Mattila et al., 2002).
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Respecto al contenido de minerales, éste varia entre 6 y 11% segun la especie de hongo, por
ejemplo, L. edodes (Shiitake) 5,9%, P. ostreatus (Champifién ostra) presenta un 6,9%,
Pleurotus eryngii (Seta cardo) 8,6% y Hericium erinaceus (Melena de ledn) 9,4%. Entonces
comparados con los vegetales, los hongos contienen una cantidad aceptable de minerales,
siendo los macroelementos que mas abundan en los hongos cultivados: calcio, fésforo, potasio

y magnesio; y los microelementos: cobre, selenio, hierro y cinc (Manzi et al., 1999).

Lo descrito anteriormente, adquiere gran relevancia si consideramos que los hongos silvestres
comestibles no s6lo son una buena fuente de nutricion, aminoécidos, vitaminas y minerales,
sino que también, algunos tienen potencial medicinal, debido a los compuestos bioactivos que

contienen.

1.5. Compuestos bioactivos presentes en los hongos comestibles

El uso medicinal de los hongos tiene una larga historia en Oriente -China y Japon- donde hace
miles de afios existe una tradicion de comer hongos por el conocimiento heredado de que su
consumo es beneficioso para la salud, mientras que su uso como medicina en el Occidente es
mas reciente (Wasser, 2010). Mediante diversos estudios se ha podido determinar que los
hongos comestibles pueden tener diferentes acciones terapéuticas, dentro de las cuales las mas
comunes son: efecto antitumoral, inmunomodulador, hipocolesterolémico, hepatoprotector,

antidiabético, antiviral, antibacteriano y antiparasitario (Alberto, 2008).

Los hongos medicinales se caracterizan por tener materiales en la pared celular y metabolitos
secundarios que tienen un rango mas amplio de propiedades farmacol6gicamente activas en
comparacion con hongos que sélo son comestibles (Lindequist et al., 2005). Se han reportado
propiedades bioactivas en algunos hongos que contienen polisacaridos en su pared celular, las
que se han descrito como: inmunoestimulantes, antitumorales, hipoglucémicas y antioxidantes,
a través de varios estudios in vivo e in vitro (Reshetnikov et al., 2001; Wasser, 2002; Zhang et
al., 2007; Cheung, 2008). Los péptido-polisacaridos son considerados compuestos inmuno-
moduladores y se han utilizado clinicamente como terapia coadyuvante para tratar tumores

con diferentes grados de exito en la prolongacion del tiempo de supervivencia de pacientes
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con cancer (Taguchi et al., 1982; Mitomi et al., 1992; Kodama et al., 2002). Se ha demostrado
que en el caso del champifidn, los polisacaridos que contienen poseen actividad antitumoral
directa contra varios tumores y ademas previenen la metastasis del tumor, pudiendo evitar la
oncogenesis e incrementar su actividad cuando se utiliza en conjunto con la quimioterapia
(Hazama et al., 1995).

El lentinan es uno de los B-glucanos mas utilizados en la industria farmacéutica, con probada
actividad antitumoral e inmunomoduladora (Zhang et al., 2011). Ademas, se ha comprobado
que la administracion de lentinan durante el tratamiento con quimioterapia incrementa la
calidad de vida en pacientes con cancer de estdmago, de colon y otro tipo de carcinoma en

comparacion con aquellos pacientes que sélo se tratan con quimioterapia (Zhu et al., 2007).

Otro conocido polisacarido con actividad inmunomoduladora es el grifolan, aislado a partir del
hongo Grifola frondosa y que podria estar presente en la especie nativa G. gargal. Por otra
parte, se ha demostrado que los polisacaridos de la pared celular de algunos hongos tienen
radicales libres con actividad in vitro (hidroxilo y superdxido) que pueden tener el potencial

suficiente para desarrollarse como antioxidantes (Liu et al., 1997).

Investigaciones sobre hongos como fuentes naturales de antioxidantes, han aumentado en el
ultimo tiempo, particularmente, dilucidando la correlacion entre sus compuestos fendlicos y
sus propiedades antioxidantes in vitro, (Cheung et al., 2003; Cheung & Cheung, 2005; Ferreira
et al., 2009; Vidovic et al., 2010), lo que hace pensar que estos compuestos si tienen capacidad

antioxidante y merecen ser estudiados.

Entre las sustancias biol6gicamente activas presentes en los hongos, los compuestos fendlicos
han atraido la atencion debido a sus excelentes propiedades antioxidantes, antiinflamatorias o
antitumorales (Puttaraju et al., 2006). Esto se debe a que el estudio de la actividad antioxidante
es importante, ya que ésta ayuda a combatir los radicales libres que dafian nuestro cuerpo y
provocan gran parte de las enfermedades que ocasionan la muerte o deterioran la calidad de

vida de las personas (Youngson, 2004).
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Los compuestos fenolicos poseen una fuerte actividad antioxidante, lo que ha sido demostrado
en numerosos trabajos, principalmente in vitro, desde extractos acuosos y metanodlicos de
hongos comestibles (Mau et al., 2001, Heleno et al., 2012). Igualmente, existen estudios que
demuestran la actividad antimicrobiana de extractos metanolicos que han sido obtenidos a

partir de diferentes especies del género Lactarius (Barros et al., 2007).

En vista que muchas especies de hongos aun no se han estudiado en nuestro pais, dadas las
condiciones geograficas que favorecen la presencia de especies nativas y endémicas, se vuelve
necesario realizar mas investigaciones para descubrir los beneficios que estos organismos
pueden tener para nuestra salud, los que no sélo deben basarse en compuestos que sean un
buen aporte nutricional para nuestra dieta, sino también, en elementos y productos naturales

que permitan tratar enfermedades degenerativas.

1.6. Potencial medicinal de los hongos comestibles

A lo largo de la historia, miles de especies de plantas y hongos han sido utilizados con fines
alimenticios y medicinales. Esto no solo implica un aporte nutricional, sino también el ingreso
al organismo de compuestos que influyen en nuestra salud (Schmeda-Hirschmann et al.,
1999). La relacion que existe entre la alimentacion y sus compuestos farmacoldgicamente
activos es un elemento cominmente olvidado en estudios realizados sobre productos naturales
(Etkin & Ross, 1991); sin embargo, se ha comprobado que estar expuestos a constituyentes

nutritivos de plantas y hongos, incide en la salud de los consumidores.

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo que cobra méas de 6 millones de vidas
cada afo (Siegel et al., 2018). En este sentido, los hongos estan siendo evaluados no sélo de
manera nutricional, sino también farmacologicamente, pues al ser considerados un alimento
funcional nutricional son al mismo tiempo fuente de medicinas fisiolégicamente beneficiosas
sin efectos colaterales negativos (Mshigeni & Chang, 2017). Hoy en dia, ademas de combatir
enfermedades como el cancer, es necesario prevenir su aparicion, por lo que los compuestos
bioldgicamente activos provenientes de los hongos cobran gran importancia. Es fundamental

estudiar hongos descritos como comestibles, que ademas de ayudar a una buena alimentacion,
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ayuden a potenciar nuestro sistema inmune. Los polisacaridos de los hongos actian como

inmunomoduladores, activando diferentes respuestas inmunes en el hospedero.

La mayor parte de las investigaciones relacionadas con el género Cyttaria en Chile y otros
paises, estd referida a su taxonomia, evolucién y ecologia (Espinosa, 1926; Marchionatto,
1940; Rawlings, 1956; Gamundi, 1971; Ipinza et al., 1989; Peterson et al., 2010). Existen
estudios previos sobre la composicién quimico-nutricional de Cyttaria spp. realizados por los
autores Schmeda-Hirschmann et al., (1999, 2001) con especies recolectadas en su mayoria en
la Region del Maule, zona central de Chile, donde se investigo la presencia de compuestos con
actividad antimicrobiana, antiproliferativa y antitumoral; sin embargo, en este estudio no se da
a conocer cual especie de Cyttaria presenta una mejor composicién nutricional y/o mejor

potencial medicinal, ya sea por su capacidad antioxidante o efecto citotoxico.

En esta investigacién, se determinara la composicion nutricional, capacidad antioxidante y
actividad citotdxica de las especies de Cyttaria mas consumidas en Chile. Para lo anterior, se
compararé la capacidad antioxidante de las C. espinosae y C. hariotii y; conjuntamente, se
contrastara el efecto citotdxico de los polisacaridos extraidos a partir C. berteroi y C. hariotii
en distintas lineas celulares tumorales: HCT-116 correspondiente a cancer de colon, U-937 a
leucemia humana y MCF-7 a cancer de mama. De este modo, se proyecta aportar a la
investigacion de estos hongos silvestres comestibles para conocer los compuestos quimicos-
nutricionales con potencial medicinal que éstos poseen, buscando su conocimiento, valoracion

y conservacion como PFNM.
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I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. Hipdtesis
2.1.1. Hipdtesis 1
Las especies de los hongos comestibles C. espinosae y C. hariotii presentan diferencias en la
composicion nutricional, relacionadas con su contenido proteico y su capacidad antioxidante.
2.1.2. Hipdtesis 2
Los polisacaridos de las especies de hongos comestibles C. hariotii y C. berteroi presentan
actividad citotoxica diferenciada en lineas tumorales de leucemia, cancer de colon y mama.

2.2. Objetivo general

Determinar la composicion nutricional, capacidad antioxidante y actividad citotoxica de las

especies del género Cyttaria méas consumidas en Chile.

2.3. Objetivo especificos:

e Determinar y comparar la composicion nutricional de las especies C. espinosae y C.

hariotii que crecen en nuestro pais.

e Evaluar y comparar la cantidad de polifenoles totales y capacidad antioxidante de los

extractos metandlicos de C. espinosae y C. hariotii.

e Evaluar y comparar la actividad citotoxica de los polisacaridos de C. berteroi y C. hariotii

en lineas tumorales de leucemia, cancer colon y mama.
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I11. METODOLOGIA

3.1. Recoleccion, documentacion in situ y determinacion de Cyttaria spp.

El trabajo en terreno se realizd durante las estaciones de primavera y verano a fines del afio
2018 (en los meses de septiembre, octubre, noviembre y diciembre) en cuatro localidades
de Chile: Cerro El Roble, Vilches Alto, Palos Quemados y Cochrane (Tabla 4).

Tabla 4. Informacidn sobre la recoleccién de muestras de Cyttaria spp. para este estudio.

Localidad Region Cyttaria spp. Nothofagus spp.
Cerro El Roble Metropolitana C. espinosae N. macrocarpa
Vilches Alto Maule C. hariotii N. dombeyi
Palos Quemados Biobio C. espinosae N. obliqua
Palos Quemados Biobio C. berteroi N. obliqua

Cochrane Aysén C. hariotii N. antarctica

Fuente: Elaboracion propia.

En todos los sectores donde se recolecté muestras de Cyttaria se presentd una dominancia
arborea de Nothofagus spp. (de norte a sur: N. macrocarpa, N. dombeyi, N. obliqua y N.

antarctica).

Los estromas de Cyttaria spp. recolectados, fueron procesados de acuerdo a la metodologia
descrita por Rossman et al., (1998). Los caracteres macroscopicos de los estromas fueron
observados y documentados en campo con fotografias in situ a color realizadas con una

camara réflex modelo Canon T6 y en laboratorio bajo una lupa estereoscopica.

La determinacion taxondmica de los especimenes recolectados, se realizd observando los
caracteres microscopicos bajo un microscopio optico trinocular AmScope modelo T670B
sobre secciones de material fresco y/o rehidratado, montado en agua, KOH al 5%, floxina y
reactivo de Melzer, utilizando como bibliografia base publicaciones relevantes, tales como:
Espinosa (1926), Marchionatto (1940) y Gamundi (1971), entre otros. Las muestras de cada
especie se depositaron en el Fungario de ONG Micofilos (MICOCL).



3.2. Liofilizacion de los estromas recolectados

Una vez recolectados los estromas de Cyttaria spp. fueron rotulados y guardados en un
congelador a una temperatura de -20°C. Luego, fueron liofilizados por 36 horas en un

liofilizador automatico de laboratorio modelo CHRIST Alpha 2-4 LO plus.

Una vez liofilizadas las muestras, fueron molidas para disminuir su tamafio de particula y

aumentar su superficie de contacto con una picadora Moulinex DP800.

3.3. Obtencidn de los extractos metandlicos

La obtencion total de polifenoles se realizd mediante una extraccion sélido/liquido asistida
por bafios de ultrasonido con posterior homogenizacion. Los extractos se prepararon en
frascos de Erlenmeyer de 500 mL, para lo cual se pes6 2 g de muestra liofilizada
previamente molida en una balanza analitica. Posteriormente, se afiadié 100 mL de metanol
por triplicado. Se realiz6 bafios de ultrasonido a una frecuencia de 60 Hz durante un tiempo
de 5 segundos con 3 repeticiones dentro de 4 ciclos con intervalos de 10 min, luego se dejo
en agitacion constante durante 12 h aproximadamente. Transcurrido el tiempo de agitacion
se aplicd nuevamente bafos de ultrasonido. Finalmente, se obtuvo extractos acuosos de

color anaranjado intenso y amarillo palido.

3.4. Analisis de la composicién nutricional

Se realizd un analisis quimico-proximal de las muestras previamente liofilizadas, utilizando

procesos estandarizados por la Association of Official Analytical Chemist (AOAC, 2012).

Se analiz6 parametros, tales como: humedad, cenizas, lipidos, proteinas, fibra dietaria y
carbohidratos. El porcentaje de materia seca fue determinado por el método gravimétrico.
Las cenizas fueron determinadas mediante la carbonizacion de la muestra en un horno de

incineracion a 600 °C.
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Para determinar la grasa total se realiz6 una extraccion continla con hexano en equipo
Soxhlet. La fibra dietaria fue determinada mediante la ebullicion de la muestra en hidréxido

de sodio diluido, acido clorhidrico diluido, alcohol y éter.

Finalmente, la proteina total fue determinada a través del método Kjendahl utilizando 6,25
como factor de conversion (USDA, 1931) y el porcentaje restante se considerd6 como

carbohidratos y se obtuvo a partir de los valores promedios.

3.5. Cuantificacién de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu

El contenido de polifenoles totales se determind por el método Folin-Ciocalteu de acuerdo
a Magalhaes et al., (2010) con modificaciones. A 250 pL de una solucién 100 pug/mL de los
extractos obtenidos con cada solvente, se afiadio 250 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu al
10%, con un tiempo de reaccion de 2 min a temperatura ambiente. Luego, se adicion6 250
pL de la solucion saturada de Na>COs y despueés de 1 hora de reposo en oscuridad, se
determind la absorbancia a 750 nm en un espectrofotdmetro UV-VIS. Se compar6 con una
curva de calibracion del acido gélico (Anexo 4) y se expreso los resultados como mg en
equivalentes de cido galico por 100 mg de los extractos, peso seco.

3.6. Capacidad antioxidante utilizando el ensayo ABTS**

La determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos metanolicos de Cyttaria
spp., se realizé utilizando el ensayo ABTS" (acido 2,2'-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin—6—
sulfonico). EI ABTS fue disuelto en agua a la concentracion de 3,5 mM. La formacion del
cation radical (ABTS™) se produjo haciendo reaccionar el ABTS con 1,225 mM de
persulfato de potasio (1:1) y manteniendo la mezcla en oscuridad y temperatura ambiente
durante 12-16 horas antes de su uso. Pasado este periodo de tiempo, el cation radical se
diluy6 en etanol hasta obtener un valor de absorbancia de 0,7+ 0,05 a 750 nm (Re et al.,
1999). Se prepard soluciones stock (10 mg/mL) de los extractos totales de Cyttaria spp. con
metanol y a 20 pL de cada solucién, se le agregd 180 pL del radical ABTS™ previamente

diluido, se dejo incubando a oscuridad y temperatura ambiente durante 40 minutos y
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posterior a esto, se midio la absorbancia a 750 nm. El compuesto Trolox (Acido-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) se utiliz6 para construir la curva de calibracion
(0,39-3,2 mM) (Anexo 5) y los resultados se expresaron como capacidad antioxidante de
los equivalentes de Trolox (CAET) en 100 g de extracto, peso seco. Se realizé mediciones

por triplicado.

3.7. Extraccion de polisacaridos totales

La extraccién de polisacaridos acidos se realizd de acuerdo al método descrito por Pagares
et al., (2012) con modificaciones. Se suspendié 10 mg de muestra en 300 mL de etanol
durante 12 h, para la eliminacién de pigmentos. Posteriormente, se centrifugé a 3000 rpm
por 3 minutos y se recolectd el precipitado. Esto se repitio hasta que el precipitado resultd
incoloro. Seguidamente se re-suspendio el precipitado en 500 mL de agua destilada, se
calent6 hasta llegar al punto de ebullicion durante 40-45 minutos con agitacion constante y
se dejo reposar durante 1 hora para permitir la liberacion completa del polisacarido en el
agua. Luego se centrifugd a 4500 rpm por 10 min a 4°C y este proceso de extraccién se
repitid dos veces). Posteriormente, se extrajo el sobrenadante y para reducir volumen se

concentro en rotavapor.

La precipitacion de polisacaridos se realizé utilizando etanol absoluto frio en la proporcion
3:1 a la solucién resultante del punto anterior y se mantuvo por 15 minutos a -20°C. Una
vez pasado ese tiempo ser centrifugo a 3000 rpm por 5 minutos. Finalmente, el precipitado
de polisacaridos se almaceno a -20°C hasta su purificacion. El precipitado obtenido se
purificé utilizando una solucion 4 M de NaCl. Una vez frio, se precipitd con etanol 96%
v/v y se centrifugo durante 7 min mas a 4.000 rpm. La purificacién se realiz6 como minimo
dos veces obteniendose un precipitado color blangquecino. Posteriormente, el polisacérido
se dializo utilizando membranas de dialisis (Sigma), una solucién de NaCl 4 M durante 4 h
y en constante agitacion, favoreciendo el intercambio i6nico. Transcurridas las 4 h se
procedié al vaciado de la membrana, el contenido se precipitd con etanol al 96% y
centrifugado durante 7 minutos a 4.000 rpm. EIl polisacarido obtenido fue congelado y

liofilizado durante 24-48 horas e introducido en viales para su posterior utilizacion.
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3.8. Ensayo de citotoxicidad y determinacion de la actividad antitumoral

El ensayo de citotoxicidad se realizo de acuerdo a Abdala-Diaz et al., (2019), utilizando las
lineas tumorales: HCT-116 correspondiente a cancer de colon humano, U-937 a leucemia
humana y la MCF-7 a cancer de mama. Las lineas tumorales se mantuvieron con medio
DMEM, antibiotico/antimicotico, L-glutamina, suero fetal bovino al 5% e incubado 37°C
en 5% de COx.

En una placa de 96 pozos de 4.0 x 105 células/pozo, se agregé 100 uL de las muestras
(compuesto en concentraciones de 1200 ug/mL en DMSO 10% v/v, en dilucion seriada
hasta 37.5 ug/mL) y se mantuvo en iguales condiciones de suplementos e incubacién por
48 horas, al cabo de este tiempo se realiz6 un conteo del nimero de células viables, por
exclusion con azul Tripan. En cada caso se determind la concentracion citotoxica media
(CCsp), concentracion que reduce el nimero de células viables al 50%. Como control
negativo se utilizo el cultivo celular sin adicion de la muestra, al cual también se le hizo un
conteo celular como punto de comparacion del crecimiento logaritmico a las 48 horas.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

La citotoxicidad y actividad anticancerigena de las muestras C. berteroi y C. hariotii se
realiz6 mediante el recuento de las células viables 48 horas después de la adicion de las
muestras en las concentraciones desde 1200 ug/mL hasta 37.5 ug/mL. El porcentaje de
células viables se calcul6 a partir del valor medio del recuento de los cultivos tratados con

cada concentracion de las muestras con respecto al control, que es el 100% de viabilidad.

3.9. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos acerca de la composicion nutricional y capacidad citotoxica, de
Cyttaria spp., fueron expresados como media +/- desviacion estandar y sometidos a analisis
de la varianza de una via (ANOVA, Sokal and Rohlf, 2013). Cuando el ANOVA detecto
diferencias significativas entre los valores, las medias se compararon usando el test de
Tukey HSD (p<0,05). Para el desarrollo de analisis se utilizé el programa SPSS 15.0 (SPSS
Inc. Chicago, IL, USA).
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IV. RESULTADOS

4.1. Composicion nutricional de Cyttaria spp.

En la Tabla 5 muestran las propiedades quimico-nutricionales que aportan distintas especies
de Cyttaria en base a g/100g en peso seco. Se observo que el contenido de proteinas fue mayor
en las muestras de C. espinosae (Cel, Ce2 y Ce3), llegando a ser hasta cuatro veces mayor que
en la especie C. hariotti. Por otra parte, si bien las muestras de C. hariotii (Chl, Ch2 y Ch3)
no resultaron ricas en proteinas y presentaron un menor contenido de lipidos, hasta tres veces
menos que el mayor valor registrado para este parametro en C. espinosae, exhibieron un
mayor contenido de carbohidratos, aproximadamente el doble que C. espinosae. El promedio
del porcentaje de fibra dietaria para ambas especies estudiadas fue similar, con un valor

aproximado de 4% para C. espinosae y 3% para C. hariotii.

Tabla 5. Analisis nutricional de las especies de Cyttaria consideradas en este estudio (g/100 g

en peso seco) en % de humedad, cenizas, grasa, proteina, fibra e hidratos de carbono (n = 3).

Muestra % Humedad %o Cenizas % Lipidos % Proteina % Fibra % HC

Cel 176+0,3 5,2+0,2 45+0,0 14,4 +0,3 30+x04 553
Ce2 4,3+0,0 44+0,1 39+0,0 209+0,1 16+01 649
Ce3 8,6+01 48+0,0 44+0,0 24,5%0,2 7,701 499
Chl 33%+0,1 1,7+0,1 1,1+0,1 36+0,0 31+0,2 87,2
Ch2 59+00 2,2+0,0 1,4+0,1 44+0,0 2,/7+03 834
Ch3 45%0,2 2,1+00 1,1+0,0 43%0,1 29+03 853

Valores expresados en porcentaje de peso seco.

4.2. Determinacion de polifenoles totales de Cyttaria spp. por ensayo Folin-Ciocalteu

Se analiz6 extractos de Cyttaria spp. por medio del ensayo Folin-Ciocalteu para cuantificar
polifenoles totales desde los extractos metandlicos al 100% por extraccion sélido/liquido,
asistido por bafios de ultrasonido y con posterior homogenizacién. En la Figura 7, se observa
que los extractos de C. espinosae presentaron un mayor contenido en mg/g de equivalentes de

acido gélico en peso seco, lo que se asocia a un mayor contenido de compuestos fendlicos,
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siendo este valor para Ce2 fue cercana a 1,4 mg/g de equivalentes de acido galico, mientras
que Cel y Ce3 mostraron un valor igual a los 0,88 mg/g y 0,94 mg/g de equivalentes de &cido
galico. Por otra parte, los extractos de C. hariotii mostraron un bajo contenido de compuestos
fenolicos, el mayor valor fue para Ch2 con 0,64 mg/g de equivalentes de acido galico y para
Chly Ch3, 0,55 y 0,48 mg/g de equivalentes de &cido gélico, respectivamente. La diferencia
entre el mayor (Ce2) y el menor valor obtenido en este ensayo (Ch3) fue de 0,92 mg/g de
equivalentes de acido galico, por lo tanto, los extractos de C. espinosae duplicaron la cantidad
de compuestos fenolicos que exhibieron los extractos de C. hariotii.
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Figura 7. Contenido de compuestos fendlicos totales expresados en mg de equivalentes de
acido galico por gramo de muestra seca, utilizando el ensayo Folin-Ciocalteu en extractos de
Cyttaria spp. (n= 3).

4.3. Capacidad antioxidante de Cyttaria spp. por ensayo ABTS™*

Los resultados del analisis de la capacidad antioxidante se realizd por reduccion del radical
ABTS™" en extractos metandlicos al 100% de Cyttaria spp. En la Figura 8, la actividad
antioxidante se expresd en mg de equivalentes Trolox/100g de extractos de Cyttaria spp. En
esta figura, la capacidad antioxidante fue mayor en los extractos de C. hariotii Chl y Ch2 con
valores en orden de 12,7 y 12 mg de equivalentes Trolox/100g de extracto, siendo el extracto
de C. espinosae Ce3 el que mostré el menor valor con 1,6 mg de equivalentes Trolox/100g de
extracto. Los extractos Ch3, Cel y Ce2 presentaron valores similares de 7,8, 8,1 y 6,8 mg de
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equivalentes Trolox/100g de extracto, respectivamente. La mayor actividad antioxidante se
presentd en los extractos Chly Ch2 de C. hariotii con un incremento de aproximadamente 10
mg de equivalentes Trolox/100g de extracto en comparacion con el menor valor reportado

para el extracto Ce3 de C. espinosae.
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Figura 8. Capacidad antioxidante por el ensayo ABTS™, expresada en pg de equivalentes

Trolox/100g de extracto en peso seco (n= 3).

4.4. Efecto citotdxico de polisacaridos aislados de Cyttaria spp. en lineas tumorales

Los extractos de polisacaridos crudos extraidos desde muestras liofilizadas de C. berteroi y C.
hariotii fueron probados mediante un ensayo de citotoxicidad en distintas lineas tumorales:
HCT-116 (Figura 9) correspondiente a cancer de colon, U-937 a leucemia humana (Figura
10) y MCF-7 a cancer de mama (Figura 11).

El extracto de polisacaridos crudos de C. hariotii (Ch3) mostrd un efecto citotoxico sobre
cancer de colon y leucemia humana al ser tratados con un ICsp de 3,70 mg/mL y 2,10 mg/mL
respectivamente. Por otro lado, no hubo igual efecto en cancer de mama donde se obtuvo un
valor de ICso de 9,47 mg/mL. En cambio, C. berteroi (Cb) presentd un leve efecto contra
cancer de colon donde con un ICsp de 9,27 mg/mL disminuyo el % de viabilidad celular, en
comparacion, con un bajo efecto citotoxico sobre células de las lineas tumorales de leucemia

humana y cancer de mama, donde se obtuvo un valor I1Cso de >10 mg/mL.
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Figura 9. Efecto de los polisacaridos crudos extraidos de C. hariotii y C. berteroi en % de
supervivencia * desviacion estandar en la linea celular de cancer de colon humano (HCT-116).
ICso C. hariotii: 3,70 mg/mL; ICso C. berteroi: 9,27 mg/mL.
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Figura 10. Efecto de los polisacaridos crudos extraidos de C. hariotii y C. berteroi en % de
supervivencia + desviacion estandar en la linea celular de leucemia humana (U-937). I1Cso C.

hariotii: 2,20 mg/mL,; ICso C. berteroi: > 10 mg/mL.
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Figura 11. Efecto de los polisacaridos crudos extraidos de C. hariotii y C. berteroi en % de

supervivencia + desviacion estandar en la linea celular de cancer de mama (MCF-7). 1Cso C.

hariotii: 9,47 mg/mL,; ICso C. berteroi: > 10 mg/mL.
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V. DISCUSION

La descripcion y estudio de las caracteristicas que presentan los hongos silvestres comestibles
con efecto medicinal es de suma importancia para la salud humana, tanto para nuestros
pueblos originarios y personas de origen rural que han recolectado y consumido estos hongos
desde hace tiempo (Sepulveda, 2005; Dominguez, 2010), como para la poblacion urbana que
recientemente ha comenzado a utilizarlos como suplemento nutricional, ya sea en fresco o en

otras preparaciones (deshidratados, conservas, capsulas) (Albertd, 2008).

Los hongos silvestres comestibles presentan un alto valor econémico y gastronémico, debido a
sus propiedades nutricionales y medicinales, siendo considerados alimentos funcionales, ya
gue ademas de sus propiedades nutricionales, han demostrado tener efectos benéficos para la
salud humana que pueden ser utilizados para prevenir o tratar enfermedades degenerativas
(Cano-Estrada & Romero-Bautista, 2016). Por lo anterior, es necesario indagar y conocer la
composicion quimico-nutricional de los hongos comestibles, en especial, de aquellos que son
nativos de nuestro pais y cuya informacion puede ser muy Util para la poblacién, asi como

para promover su conservacion.

En esta investigacion se logré determinar la composicion nutricional que aportan distintas
especies de Cyttaria en base a g/100g en peso seco mediante un analisis quimico-proximal.
Las especies examinadas fueron C. espinosae (Ce) y C. hariotii (Ch), donde se pudo observar
que el contenido proteico fue mayor para C. espinosae con un valor medio de 20 g/100g en
peso seco, llegando a ser casi cuatro veces mayor que en la especie C. hariotii que presentd un
valor medio de proteinas igual a 4,1 g/100g en peso seco, coincidiendo con lo reportado por
Schemeda-Hirshmann et al., (1999), que obtuvieron valores similares en cuanto al contenido
de proteinas presentes en las especies recolectadas en la Region del Maule, con un valor
promedio de 18,5 g/100g en peso seco para C. espinosae y de 7,5 g/100g en peso seco para C.
hariotii, respectivamente. Asimismo, Toledo et al., (2016) reportaron 3,3% de proteinas al
analizar muestras de C. hariotii en la Patagonia, mientras que Inzunza (2016) obtuvo un
porcentaje de proteinas igual a un 20% para C. espinosae y de un 13% para C. hariotii,

aproximadamente, analizando muestras provenientes de la Region del Nuble.
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De acuerdo con la literatura, las proteinas y carbohidratos son los dos componentes principales
presentes en los hongos comestibles (Kalac”, 2009), siendo estos dos parametros donde se
observo mayores diferencias entre las especies estudiadas: C. espinosae y C. hariotii. Como se
sabe el contenido y la calidad de las proteinas de los hongos es mayor que en las plantas, pues
proveen aminoacidos esenciales convirtiéndose en una buena fuente de nutricion para el ser
humano, particularmente, para quienes no consumen carne en su dieta (Valverde et al., 2015).
Bajo estas condiciones, C. espinosae presentd un alto contenido de proteinas, lo que se traduce

en un mejor contenido nutricional frente a C. hariotii.

Por otra parte, si bien las muestras de C. hariotii no fueron tan ricas en proteinas y presentaron
un menor contenido de lipidos (4,3, y 1,2 g/100 g en peso seco en promedio), hasta tres veces
menos que el valor promedio de este parametro para la especie C. espinosae, presentaron un
mayor contenido de carbohidratos (85%) frente a C. espinosae (57%). Los carbohidratos, se
encuentran en altas proporciones en hongos comestibles, incluyendo la quitina, glucogeno,
trehalosa y manitol; Ademas, contienen fibra, S-glucanos, hemicelulosas y otras sustancias,
tales como algunos azUcares (Jedidi et al., 2017), siendo la glucosa el mocosacarido mas
comun detectado en ambas especies, pero mayormente en C. hariotii, especie utilizada por el
pueblo mapuche y otros pueblos originarios para preparar un brebaje alcoholico (chicha) en el
sur de Chile (Dominguez, 2010).

Respecto al parametro nutricional de la fibra dietaria, los valores obtenidos en este estudio
fueron inferiores a los reportados por Schemeda-Hirshmann et al., (1999) e Inzunza (2016). En
la actualidad, el interés por incluir la fibra en la nutricion humana se debe a la relacion que
existe entre el consumo inadecuado de fibra y el aumento progresivo de enfermedades

degenerativas en las sociedades desarrolladas (Escudero-Alvarez & Gonzalez-Sanchez, 2006)

En los extractos metanolicos obtenidos en el laboratorio a partir de los estromas liofilizados de
C. espinosae y C. hariotti, se pudo observar por medio de un ensayo de Folin-Ciocalteu que
hubo un mayor contenido de compuestos fendlicos expresados en mg/g de equivalentes de
acido galico para C. espinosae. siendo el promedio 1,1 mg/g de equivalentes de acido galico

para esta especie, mientras que los extractos metanolicos de C. hariotii mostraron un bajo
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contenido de compuestos fendlicos, con un promedio de 0,5 mg/g de equivalentes de acido
galico aproximadamente. La diferencia entre los extractos de ambas especies es evidente y
significativa estadisticamente (p<0,05), donde C. espinosae duplicé la cantidad de compuestos
fenolicos presentes en los extractos de C. hariotii. Sin embargo, al evaluar la actividad
antioxidante de los extractos metandlicos de C. espinosae y C. hariotii mediante un ensayo
ABTS™, se obtuvo valores promedio 5,5 y 10,8 mg de equivalentes Trolox/100g de extracto,
respectivamente. De este modo, la capacidad antioxidante expresada en mg de equivalentes
Trolox/100g de extracto fue significativamente mayor para los extractos de C. hariotii en

comparacion con los extractos de C. espinosae (p<0,05).

Los antioxidantes son esenciales en el cuerpo humano para prevenir el dafio oxidativo. Estas
substancias pueden obtenerse de diversas fuentes como frutas, plantas y hongos (Belloso et al.,
2015). Generalmente, se observa una correlacion directa entre el contenido de polifenoles y la
actividad antioxidante de los hongos evaluados (Barros et al., 2008). En este caso esto no
sucedid asi y puede deberse a que otros compuestos presentes en los hongos comestibles
presentan un efecto antioxidante, por ejemplo, los pigmentos e incluso algunos polisacaridos
(Wang et al., 2018), siendo los carotenoides los mas abundantes en especies de Cyttaria, los
que aun siendo tratados con etanol absoluto previo a la obtencién de los extractos, pueden
quedar en forma de residuos. Ademas de los factores mencionados, de acuerdo a Kuskoski et
al., (2005), la actividad antioxidante también depende de la estructura y la concentracion del

extracto.

La actividad antioxidante obtenida para los extractos de las especies de Cyttaria evaluadas por
ambos métodos descritos anteriormente, no es tan elevada en comparacién con la actividad
reportada en otros estudios similares realizados con hongos comestibles como el de los autores
Witkowska et al., (2011), donde se expone que Boletus edulis es uno de los hongos silvestres
comestibles con mayor actividad antioxidante. De las especies analizadas, C. hariotii presento
mejor actividad antioxidante por medio de un ensayo ABTS", alcanzando un valor maximo de
12,7 mg de equivalentes Trolox/100 g de extrato, lo que indica que los hongos presentan gran

potencial como agentes protectores, aportando antioxidantes naturales para el ser humano por
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medio de la dieta, reduciendo el dafio oxidativo y permitiendo lograr una buena calidad de
vida (Kozarski et al., 2015).

Alternativamente, diversos compuestos cromogenos (ABTS, DPPH, DMPD, DMPO y FRAP)
son utilizados para determinar la capacidad de los compuestos fendlicos que contienen los
hongos para captar los radicales libres generados, operando en contra los efectos perjudiciales
de los procesos de oxidacion, que implican a especies reactivas de oxigeno (Kim et al., 2002).
Los métodos mas usados para determinar la capacidad antioxidante de algunos alimentos son:
DPPH, ABTS™ o Folin-Ciocalteu, pero muchas veces los resultados obtenidos durante los
estudios no son comparables, porque se utilizan diferentes métodos bajo diversas condiciones
experimentales, donde la reactividad uniforme del compuesto usado como estandar es de gran

importancia (Abramovic et al., 2018).

Dentro de las propiedades medicinales de los hongos, ademas de la capacidad antioxidante, se
destacan sus propiedades anticancerigenas, representadas por diversos principios activos, tales
como: lectinas, B-glucanos, ergosteroles y argininas, que acttan en la estimulacion del sistema
inmunoldgico, antiproliferacion y dafio celular (Novaes et al., 2011). En este estudio, para
evaluar el potencial anticancerigeno de Cyttaria spp. se realizd extractos de polisacaridos
crudos a partir de estromas liofilizados de C. berteroi (Cb) y C. hariotii (Ch3), los que fueron
probados mediante un ensayo de citotoxicidad en distintas lineas tumorales: HCT-116 (cancer
de colon), U-937 a (leucemia humana) y MCF-7 (cancer de mama). Dentro de los resultados
obtenidos, se destaca la accion de los polisacaridos crudos obtenidos de la especie C. hariotii,
mostrando un efecto citotoxico sobre cancer de colon y leucemia humana al ser tratados con
un ICso de 3,70 mg/mL y 2,10 mg/mL respectivamente. Por otro lado, los extractos de C.
berteroi tuvieron un efecto citotoxico no relevante sobre las células de la lineas tumorales de
leucemia humana y cancer de mama, pero presentaron un leve efecto contra cancer de colon

donde se necesitd un ICso de 9,27 mg/mL para disminuir el % de viabilidad celular.

De las dos especies de Cyttaria evaluadas mediante ensayos de citotoxicidad, los extractos de
C. hariotii mostrd los resultados mas promisorios, principalmente, como un buen alimento

funcional. El efecto citotdéxico de C. hariotii mas alto se observd sobre la linea tumoral de
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leucemia humana (U-937), lo que coincide con lo expuesto por Schmeda-Hirshmann et al.,
(2001) quienes utilizando extractos hidrosolubles de cuatro especies de Cyttaria evaluaron su
efecto inmunomodulador en ratones con linfoma L5178Y, en los cuales solo C. hariotii fue
capaz de modificar la respuesta inmune. En base a estos resultados, es recomendable realizar
estudios con otras lineas tumorales que permitan conocer el potencial medicinal de nuestros

hongos silvestres comestibles.

En general, la accion terapéutica de los hongos es atribuida a los compuestos bioactivos que
poseen (Cano-Estrada & Romero-Bautista, 2016). Segun los autores Hawksworth & Liicking
(2017), existen entre 2.2 a 3.8 millones de especies de hongos con s6lo 120.000 especies
actualmente aceptadas correspondientes al 8% de la diversidad fangica a nivel mundial. Por
ende, existe una gran diversidad de hongos silvestres comestibles que ain no se conocen o que
sus compuestos biolégicamente activos ain no han sido determinados, en cuyo caso podrian
ser aprovechados para desarrollar alimentos nutracéuticos y promover nuevas investigaciones

para beneficiar la salud humana.

Los resultados obtenidos en este estudio constituyen una aproximacion a los posibles usos
alimenticios y/o farmacoldgicos de las especies de Cyttaria distribuidas a lo largo de Chile y
ha permitido conocer cuéles especies presentan mayor potencial nutricional y medicinal. Es
preciso estudiar en profundidad las especies que tuvieron mayor bioactividad, buscar formas
de cultivarlas en laboratorio y trabajar en pro de buscar nuevas soluciones a problemas
concretos en nuestro pais, asi como ayudar a conservar el bosque nativo que es el habitat

donde éstas se desarrollan.
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VI. CONCLUSIONES

C. espinosae presento un alto contenido de proteinas y lipidos en comparacion con C.
hariotii. Por tanto, C. espinosae puede considerarse un hongo silvestre comestible que

ayuda a una nutricion equilibrada.

Los extractos metandlicos de C. hariotii presentan una mayor actividad antioxidante
que los extractos de C. espinosae, representando una fuente natural de compuestos
funcionales que ayudan a retrasar o prevenir el dafio que producen los radicales libres a

las células del cuerpo, ocasionando enfermedades causadas por el estrés oxidativo.

Los polisacéridos totales extraidos de C. hariotii y C. berteroi presentaron diferencias

en la actividad citotdxica en lineas tumorales de leucemia, cancer colon y mama.

Los polisacaridos de C. hariotii presentan una alta citotoxicidad en la linea celular de

leucemia humana (U-937), con un ICspigual a 2,1 mg/mL.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se sugiere que investigaciones
futuras diluciden la estructura quimica de los polisacéridos y fenoles responsables de la

actividad bioldgica en especies de Cyttaria.

En esta investigacion, se comprobd que las especies analizadas podrian representar una
buena fuente como alimento funcional, con presencia de compuestos con actividad
antioxidante y efecto citotoxico sobre algunas lineas tumorales. No obstante, se reitera
la necesidad de realizar mas estudios sobre el género Cyttaria en nuestro pais, por

ejemplo, realizando una caracterizacion quimico-nutricional de todas las especies.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Detalle de microscopia de Cyttaria berteroi. 1. Estroma en seccion sagital, 2.
(Estroma en seccién sagital (plano perpendicular al de la fig. 1), 3. Detalle de fig. 1: e:
ectostroma; v: venas; a. apotecio; ps: pseudotejido intersticial. 3. a-1; Detalles de fig 3. 3a.
asco, 3b. paréfisis, 3c. ascosporas (una germinando), 3d. seccion de un estroma, zIl: zona
lacuno sa, 3f. hifas de ps, 3g. subhimenio, 3h. hifas de r, 3i. detalle de e. Fuente: Gamundi,
1971.
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Anexo 2. Detalle de microscopia de Cyttaria espinosae. 1-5. Desarrollo del estroma, en corte
sagital. 1ac. Detalles de 1; 1b. espermogonio, 1c. fialides. 22 Detalle de la columela. (c) en 2.
3ac. Detalles de 3; 32 seccion de un apotecio inmaduro, e. ectostroma, pa. parafisis apicales,
3b, e aumentado. 3c. pa aumentada, 53-c. Detalles de 5, 5a. apice de ascos dehiscentes, 5b.

asco maduro Yy parafisis, sc. ascosporas. Fuente: Gamundi, 1971.
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Anexo 3. Detalle de microscopia de Cyttaria hariotii. 1-4. Desarrollo del estroma (2-4. en
corte sagital), c. columela, a. apotecio en seccion y al en vista frontal. 1 ac. Detalles de 1, 1b,
1c. espermacios, 1d. espermacios adheridos a hifas receptivas, 3ad. Detalles de 3, 3a. seccion
aumentada, e: ectostroma, pa: paréafisis apicales, ps: pseudotejido intersticial, v: venas, 3b.
hifas de ps, 3c. detalles de e, 3d. paréfisis apicales (pa), 42-c. Detalles de 4, 42. &pices de ascos
(a laizquierda inmaduro), 4b. ascos y paréfisis, 4c. ascosporas. Fuente: Gamundi, 1971.
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Anexo 4. Curva de calibracion del acido galico para el ensayo de Folin-Ciocalteu (n=3),
con un R?=0,999.
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Anexo 5. Curva de calibracion del Trolox para el radical ABTS™, expresado en media y

desviacion estandar (n=3) con un valor R?= 0,962.
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Anexo 6. Datos climéticos de las zonas geograficas consideradas en este estudio a lo largo del

afio 2018, con enfoque en la temperatura y precipitacion.
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