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Nomenclaturay Abreviaciones

cm: centimetro
min: minuto

h: hora

g: gramos

L: litros

mg: miligramos
ml: mililitros

ML: microlitro

Mg: microgramo
kcal: kilo calorias
DPPH: 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo

CUPRAC: Capacidad antioxidante sobre
el cobre

ABTS: Acido 2,2'-azino-bis-(3-etiltiazolina-
bencenosulfénico-6

CQM: Compuestos quelantes de metal

Abs: absorbancia

nm: nanémetro

pH: Potencial de Hidrogeno
ICso:Indice de inhibicion medio
UV: Ultravioleta

spp: Especies

CG-MS: Cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas

EMA: extracto de malta-agar
°C: grados Celsius

MB: Medio basico

MC: Medio complejo

rpm: revoluciones por minuto
DNS: Acido dinitrosalicilico
UV-VIS: ultravioleta-visible
P: probabilidad

DE: desviacion estandar

CFT: contenido de polifenoles totales



l. Resumen

Las morchelas son hongos silvestres comestibles cuyos ascocarpos son de alto valor
comercial como productos gourmet por su caracteristico aroma y sabor, y también por sus
propiedades medicinales. Debido a la dificultad en la obtencién de los ascocarpos y al alto
valor, existe interés en investigar los cultivos vegetativos de Morchella spp. para determinar
su bioactividad, lo que permitiria valorizar los micelios y caldos de fermentacion. En este
trabajo se analiz6 el crecimiento micelial y los caldos de fermentacion de diferentes especies
de Morchella del centro-sur de Chile, con el objetivo de determinar su potencial bioactivo,
como actividad antioxidante (ICso) y presencia de metabolitos de interés nutracéutico. Las
especies analizadas fueron: M. eximia y M. importuna provenientes de plantaciones
forestales, y M. tridentina y M. andinensis proveniente de bosques nativos. Inicialmente las
especies se cultivaron por 10 dias a 24°C en dos tipos de medio liquido (pH 6,0), uno basico
(MB) conteniendo glucosa, peptona, extracto de levadura y carbonato de calcio, y uno
complejo (MC), al que se le adicionaron macro y microelementos. La incubacién se realizd
en condiciones agitadas (120 rpm) y estaticas, y se evalué la produccion de biomasa y en
los caldos filtrados, la actividad antioxidante, proteinas solubles y azlcares reductores. No
se encontraron diferencias significativas entre las especies en el tiempo evaluado, pero si
se detectd un ligero aumento en la actividad antioxidante en MC bajo agitacion. Por ello,
esta ultima condicion fue seleccionada para un segundo ensayo de cinética de crecimiento
que permitié determinar un importante aumento en el contenido de compuestos quelantes
de metal y actividad antioxidante al dia 20 de cultivo. Posteriormente, las especies se
cultivaron en matraz de 1 L con el fin de producir mayores cantidades de biomasa y caldos
de fermentacion para extraer con solvente organico (acetato de etilo), y andlisis del perfil de
metabolitos secundarios por CG-MS. El extracto de M. eximia mostr6é el menor I1Cso (17,86
mg/mL), y dentro de los principales compuestos detectados por CG-MS en los extractos de
M. eximia y M. andinensis destacan el acido 9,12 octadecadienoico; 4-hidroxi-
benzenoetanol; acido n-hexadecanoico; ester 2-metilpent-3-il ciclopentil del acido succinico;
falcarinol; éster diisooctilo del acido 1,2-bencenodicarboxilico y el ergosterol. Algunos de
estos compuestos fueron especie-especificos y otros estuvieron presentes solo en el
extracto del micelio o del caldo. La presencia de estos compuestos revela el potencial
biotecnoldgico para la obtencidon de un posible producto de valor nutracéutico a partir de los
caldos de fermentacion o de los micelios de Morchella spp..



.1 Abstract

Morchella are edible wild mushrooms whose ascocarps are of high commercial value as
gourmet products for their characteristic aroma, flavor and medicinal properties. Due to the
difficulty in obtaining the ascocarps and their high value, there is interest in investigating the
vegetative cultures of Morchella spp. to determine their bioactivity, which would allow the
mycelia and fermentation broths to be valorized. In this work, mycelial growth and
fermentation broths of different Morchella spp. from central-southern Chile were analyzed to
determine their bioactive potential, such as antioxidant activity (ICso) and the presence of
metabolites of nutraceutical interest. The species analyzed were: M. eximia and M.
importuna from forest plantations, and M. tridentina and M. andinensis from native forests.
Initially, the species were cultured for 10 days at 24°C in two types of liquid medium (pH 6.0),
a basic medium (MB) containing glucose, peptone, yeast extract and calcium carbonate, and
a complex medium (MC), to which macro and microelements were added. Incubation was
carried out under agitated (120 rpm) and static conditions, and biomass production and
antioxidant activity, soluble proteins and reducing sugars were evaluated in the filtered
broths. No significant differences were found between species in the time evaluated, but a
slight increase in antioxidant activity was detected in MC under shaking. Therefore, this last
condition was selected for the growth kinetics assay that allowed determining a significant
increase in the content of metal chelating compounds and antioxidant activity at day 20 of
culture. Subsequently, the species were grown in 1 L flask to produce larger amounts of
biomass and fermentation broths to extract with organic solvent (ethyl acetate), and analysis
of the secondary metabolite profile by GC-MS. The extract of M. eximia showed the lowest
ICs0 (17.86 mg/mL), and within the main compounds detected by GC-MS in the extracts of
M. eximia and M. andinensis include were 9,12-octadecadienoic acid; 4-hydroxy-
benzenoethanol; n-hexadecanoic acid; 2-methylpent-3-yl cyclopentyl ester of succinic acid;
falcarinol; 1,2-benzenedicarboxylic acid diisoctyl ester; and ergosterol. Some of these
compounds were species-specific and others were present only in the mycelial or broth
extract. The presence of these compounds reveals the biotechnological potential for
obtaining a possible product of nutraceutical value from the fermentation broths or from the

mycelia of Morchella spp..



Il. Introduccién

Las morchelas son hongos comestibles altamente apreciados por su caracteristico aroma
y sabor, ademas de su valor medicinal (Tu et al. 2021; Sarikurkcu et al. 2022). Los beneficios
para la salud de los ascocarpos de morchela se han atribuido a los polisacéaridos y varios
fitoquimicos, principalmente compuestos fendlicos, terpenoides, tocoferoles, &cido
ascorbico, entre otros (Tietel y Masaphy 2018; Wu et al. 2021). Si bien, el género Morchella
posee una amplia distribucion por las zonas templadas del planeta, existen escasos
conocimientos sobre su desarrollo y requerimientos para un crecimiento optimo, lo que
dificulta la produccién artificial de ascocarpos y crea limitaciones sobre su disponibilidad
(Lobos e Icarte 2021). De esta forma, investigar las propiedades de los cultivos vegetativos
(micelio y caldo de fermentacion) del hongo representa una alternativa de gran interés,
debido a las dificultades en la obtencion de ascocarpos via cultivo artificial o recoleccion en

campo.

Existe evidencia que el caldo de fermentacién y el micelio de morchela tienen compuestos
activos y efectos medicinales similares al de los ascocarpos (Wang et al. 2020). La
produccion de compuestos bioactivos generados a través de fermentacion en estado liquido
ha evidenciado tener un importante valor en el campo médico, por lo que su investigacion
se ha visto potenciada en los ultimos afios (Wang et al. 2020; Wu et al. 2021; Zhang et al.
2021; Yang et al. 2022). Esto ha permitido la utilizacion y valorizacién de las distintas
especies de Morchella, como M. conica, M. importuna, M. sextelata, junto a otras especies
del género, obteniendo compuesto de interés nutricional y medicinal permitiendo desligarse
de la produccion de ascocarpos para obtener beneficios de este hongo (Tietel and Masaphy
2018; Meng et al. 2019).

En Chile son escasos los estudios entorno al género Morchella y sélo recientemente se
reporto a la especie transcontinental M. tridentina por primera vez en la Patagonia chilena,
al mismo tiempo que se describieron dos nuevas especies: M. andinensis y M. aysenina
(Machuca et al. 2021), resultado de una combinacion de identificacion taxondmica
tradicional con analisis moleculares. Sin embargo, estas especies al ser recientemente
descritas aun no han sido analizadas en relacion con la actividad biologica de sus

ascocarpos o de sus cultivos vegetativos.



A pesar de que en la literatura se ha descrito la actividad biologica principalmente de
los ascocarpos de Morchella spp. (Tietel y Masaphy 2018; Wu et al. 2021) y en menor
medida de los cultivos vegetativos (Yang et al. 2019b; Li et al. 2022b), las especies no
siempre son correctamente mencionadas o son citadas con nombres binomiales no
aceptados por la clasificacion actual de especies del género Morchella, o que establece un
diferencia con este estudio, donde las especies de Morchella que seran caracterizadas por
su actividad biolégica, han sido previamente identificadas usando combinacion de

taxonomia tradicional y métodos moleculares (Machuca et al. 2021).
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I". Marco tedrico

1. Clasificacion y caracteristicas del género Morchella

Actualmente, se estima que la magnitud de la diversidad fungica puede alcanzar los 6,2
millones de especies, pero de éstos solo se conoce el 5-10% (Baldrian et al. 2021). La
division Ascomycota es el filo mas grande del Reino Fungi, este contiene ~94.000 de las
~150.000 especies descritas (Wijayawardene et al. 2022), y posee muchas especies
econOmica y ecolégicamente importantes, como son las especies de los géneros Tuber y
Morchella (Hill et al. 2021).

Dentro de la division Ascomycota, las morchelas (Morchella, Morchellaceae, Pezizales,
Pezizomycetes) se encuentran distribuidas en 3 grupos o clados principales: Clado
Rufobrunnea (morchelas blancas), Clado Esculenta (morchelas amarillas) y Clado Elata
(morchelas negras) (O’Donnell et al. 2011). El género Morchella incluye un gran nimero de
especies, con una amplia distribucion por el mundo, estando presentes en América, Europa,
Asia y Oceania (Lobos e Icarte 2021). En los bosques de la Patagonia de Chile y Argentina
la familia esta representada por M. tridentina, M. andinensis, junto a M. aysenina, que hasta
la fecha ha sido descrita solo en la Patagonia Chilena (Machuca et al. 2021). Morchella
importuna es la principal especie que se cultiva en China y su cultivo representa
aproximadamente el 80-90% del area cultivada total (Xiong et al. 2017). La presencia de
esta especie junto M. eximia, ha sido recientemente descrita en el territorio nacional,
asociada a ambientes perturbados por incendios forestales o talas de plantaciones (Pfister
et al. 2022; Sanz-Rocha et al. 2023). Cabe destacar que, todas las especies de Morchella

descritas en Chile hasta el momento pertenecen al Clado Elata.

Los cuerpos fructiferos del género Morchella se caracterizan por poseer un sombrero
o pileo lleno de orificios (alveolos) en forma de panal de abeja, de donde recibe uno de sus
nombres comunes “colmenilla“ (Lobos e Icarte 2021). La forma, color y tamafio del pileo
puede ser muy variada y dependera del Clado al cual la especie pertenezca, ademas de
diversos factores ambientales como la humedad o la temperatura, logrando alcanzar
tamafnos de 5 a 25 cm (Lobos e Icarte 2021). Estos hongos son apreciados nutricionalmente
por sus altos niveles de proteina y minerales (Zhang et al. 2021). En investigaciones
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recientes se ha descrito el valor nutricional de los ascocarpos de algunas variedades de

Morchella presentes en Chile (Jacinto-Azevedo et al. 2021; Lobos e Icarte 2021).

Las especies del género Morchella se distinguen por su sabor especial por lo que la alta
gastronomia las destaca como producto gourmet, ademas de ser reconocidas por su valor
nutricional y medicinal debido a diversas sustancias como proteinas, polisacaridos,
oligoelementos, minerales, fibras dietéticas, vitaminas, lipidos, aminoacidos, fenoles,
terpenos, entre otros compuestos que es posible encontrar tanto en sus cuerpos fructiferos
como en sus micelios (Wang et al. 2020; Tu et al. 2021; Sarikurkcu et al. 2022; Ullah et al.
2022). En China y otros paises asiaticos, las morchelas se han utilizado en la medicina
tradicional durante miles de afios (Yang et al. 2020). Se ha demostrado que tienen diversas
actividades biologicas, como reduccion de los lipidos en la sangre, proteccién del higado,
actividad antiviral, inhibicién de tumores, antifatiga, regulacion de la inmunidad, actividad
antioxidante e inhibiciébn enzimatica, lo que convierte a las morchelas en un alimento

funcional altamente valorizado por los humanos (Wu et al. 2021; Yang et al. 2022).
2. Caracteristicas nutricionales del género Morchella

Los cuerpos fructiferos y el micelio de diferentes especies fungicas proporcionan
proteinas, lipidos y acidos grasos, vitaminas, fibra y sabor a la dieta, y pueden mejorar las
propiedades organolépticas de los alimentos procesados (Strong et al. 2022). Por este
motivo, en los ultimos tiempos los hongos comestibles se han convertido en una opcion
atractiva como alimentos funcionales o como materia prima para el desarrollo de productos

farmacéuticos y nutracéuticos (Zhang et al. 2021).

El micelio de los hongos comestibles es rico en proteinas, por lo que es un material
biologico ideal para la alimentacion animal (Zhang et al. 2021). La investigacion nutricional
del micelio de hongos es considerada deficiente respecto a la investigacién de los cuerpos
fructiferos, pero pese a esto el micelio fungico cultivado de algunas especies, se cosecha

actualmente como un producto primario para la alimentacion humana (Strong et al. 2022).

Los ascocarpos de M. conica, recolectados en la Regién del Bio-Bio de Chile, presentan
alrededor de 20,6 g proteinas, 1,5 g de grasas, 21,6 g de fibras, 9,9 g cenizas, 68,1 g
carbohidratos y 368,1 kcal por cada 100 g de peso seco (Jacinto-Azevedo et al. 2021). Del

total de 61 muestras de morchelas recolectadas en 3 localidades del territorio Patagonia
12



Verde (TPV) en la Region de Los Lagos de Chile, se determind un contenido medio de 2,4
g de proteina, 1,73 g de fibra cruda, 0,2 g de grasas, 2,6 g de carbohidratos y 28,7 kcal de
energia por cada 100 g de morchela fresca. Ademas, al comparar las morchellas
provenientes de bosque quemado con las de bosque nativo se observaron diferencias
significativas en las concentraciones de cenizas, calcio, magnesio, zinc, hierro, manganeso
y aluminio, siendo los valores mas elevados en las morchelas de bosques quemados (Lobos
e Icarte 2021). En otro estudio ha sido reportado que por cada 100 g de ascocarpos secos
de M. elata existen 7,9 g de cenizas 28,2 g de proteinas, 36,3 g de carbohidratos, 7,0 g de
fiboray 2,2 g de grasa, de los cuales 42,1 % corresponden a grasas saturadas y 57,9 % a
grasas insaturada, ademas se reporta la presencia de vitamina C (13 mg), hierro (19,5 mg),

zinc (9,9 mg), magnesio (181 mg) y cobre (6,3 mg) (Dimopoulou et al. 2022).

Recientemente se ha analizado por primera vez el perfil nutricional del micelio de M.
esculenta, donde se encontré que éste poseia 17,2 % de lipidos crudos, 39,0 % de proteina,
38,9 % de carbohidratos y 0,3 % de cenizas totales, con 467,8 kcal por cada 100 g de
micelio. Ademas, a través de un ensayo de toxicidad en ratas se demostr6 que la
administracion oral de micelio de M. esculenta no presenta toxicidad y puede ser utilizado

de forma segura como un alimento novedoso (Li et al. 2022b).
3. Bioactividad en micelios y caldos de fermentacion

Los hongos comestibles no solo se utilizan en su forma mas comun, el cuerpo de
fructificacion, sino que también se pueden utilizar como cultivo vegetativo, en su forma de
micelio o de caldo de cultivo (Zhang et al. 2021). Obtener compuestos de alto valor
nutricional o medicinal a partir de los cultivos vegetativos de los hongos comestibles
resuelve una de las problematicas importantes para la aplicacién de los hongos como fuente
de nutracéuticos, ya que permitiria desligarse de la obtencién de cuerpos fructiferos
estacionales (en el caso de hongos silvestres), para la obtencion de los compuestos de
interés (Li et al. 2022b). En el caso de morchela, ademas, existe la limitacién de la
produccion de cuerpos de fructificacion bajo condiciones controladas. La fermentacion en
estado liquido de los hongos comestibles posee algunas ventajas frente a la produccion de
cuerpos de fructificacion, como el disefio y tecnologia bien establecidas, rapido crecimiento

micelial y tiempo de cosecha, mayor control del proceso (temperatura, pH, agitacion),

13



facilidad de separacion de los productos (biomasa y productos solubles), ademas de ser
independiente de las condiciones climaticas o estaciones del afio, por lo que se puede
mantener una produccion constante en el tiempo (Strong et al. 2022). Por otro lado, el medio
de cultivo después de la fermentacion del micelio contiene una variedad de componentes
nutritivos como proteina micelial, aminoacidos, acidos grasos, azlcares y elementos

minerales (Zhang et al. 2021).

Se ha informado que el caldo de fermentacion de distintas especies de Morchella tiene
cualidades bioactivas similares a los ascocarpos por lo que poseen valor en el campo
meédico y alimenticio, pero éste ha sido poco investigado (Meyer et al. 2020; Wang et al.
2020). Recientemente se aislaron nueve compuestos del micelio de M. esculenta después
de la fermentacion liquida, incluidos dos acidos grasos insaturados y ésteres, tres esteroles,
un acido carboxilico aromatico y sus derivados, una base y ésteres aromaticos clorados
(Yang et al. 2019a). Ademas, se han descrito 6 nuevos sesqui-terpenoides, dos compuestos
aromaticos y dos esteroles del extracto con acetato de etilo del caldo de cultivo de M.
importuna (Yang et al. 2020). La fermentacién liquida estimula a M. esculenta a producir
varios metabolitos primarios y secundarios que dependen de las condiciones de
fermentacion y pueden ser diferentes de los obtenidos de los cuerpos fructiferos (Wu et al.
2021). Se han aislado triterpenoides de la fermentacion del micelio de Morchella sp., los que
poseian una buena actividad antitumoral y antioxidante (Wang et al. 2020).

4. Actividad antioxidante del género Morchella

Durante los dultimos afios, se han desarrollado numerosos procedimientos para
determinar la actividad antioxidante de extractos de origen natural (plantas y hongos) entre
ellos, los ensayos DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), CUPRAC (capacidad antioxidante
sobre el cobre), ABTS (acido 2,2'- azino-bis-(3-etiltiazolina- bencenosulfénico-6)), ensayos
de poder reductor y de quelacion de metales, entre los métodos, mas utilizados (Munteanu
y Apetrei 2021). Estos métodos han permitido posicionar a los hongos comestibles como un
alimento funcional atractivo debido a sus propiedades antioxidantes, siendo capaces de
combatir el dafio oxidativo en los lipidos de membrana, proteinas y acidos nucleicos, junto

a otras caracteristicas farmacologicas importantes (Zhang et al. 2021).
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En especies del género Morchella, se han encontrado triterpenoides con actividad
antioxidante y antitumoral en el micelio del hongo (Wang et al. 2020), también se han
identificado polisacaridos con actividad antioxidante en los ascocarpos de M. sextelata (Li
et al. 2022a). En diversos estudios se ha demostrado que los polisacaridos de micelio y
ascocarpos de especies del Clado Esculenta presentan una importante actividad
inmunomoduladora, inmunopotenciadora y antioxidante (Cui et al. 2011; Fu et al. 2013;
Meng et al. 2019; Wen et al. 2019). Se ha informado, ademas, una importante actividad
antioxidante y antitumoral de los polifenoles de extractos fungicos de ascocarpos de M.
conica (Liao et al. 2017). En Chile, se ha descrito la actividad antioxidante de los cuerpos
fructiferos de una serie de hongos comestibles silvestres y de cultivo, entre ellos se ha
informado actividad antioxidante moderada (40 mg/mL) en ascocarpos de M. conica,
(Jacinto-Azevedo et al. 2021).

Los compuestos quelantes de metal, como los sideréforos, con alta afinidad por hierro
férrico, producidos por diversos microrganismos, presentan una actividad antioxidante
secundaria al reducir el potencial redox y estabilizar una serie de iones metalicos (Amsri et
al. 2022), por lo que tienen varias aplicaciones en diversos campos como la medicina,
microbiologia, ecologia, biosensores, biorremediacion y agricultura (Soares 2022). En M.
tridentina de la Patagonia aysenina, se ha reportado la produccion (81%) de este tipo de
compuestos quelantes en los caldos de cultivo en medio papa-dextrosa, y en el mismo
estudio se encontré un peak de actividad antioxidante de 32 % del caldo de cultivo, ademas
de un ICsp del caldo liofilizado de 14,1 mg/mL (Fuentes, 2015).

Con los antecedentes planteados, en este trabajo se realizara una caracterizacion de
los cultivos vegetativos y de la actividad biolégica del caldo de fermentacion y de los micelios
de las especies de Morchella presentes en el centro sur de Chile, buscando valorizar los
cultivos vegetativo (micelios y caldos extracelulares) del hongo, como una alternativa al uso
de los ascocarpos, los cuales ademas de ser de alto valor comercial, no son faciles de
conseguir a través de recoleccién ni de producir a través de cultivo artificial. Seran
estudiadas especies/ecotipos de Morchella procedentes de bosque nativo y de ambientes
con perturbacion antropogénica (plantaciones forestales quemadas y cosechadas), con la
finalidad de evaluar posibles diferencias en las propiedades biologicas relacionadas con la
procedencia de las cepas.
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V. Hipotesis de trabajo

El crecimiento vegetativo y la actividad biolégica de Morchella spp. cultivada por
fermentacién liquida, dependera de las condiciones de incubacién y de la especie en
estudio, obteniéndose una actividad antioxidante y un perfil de metabolitos especie-

especifico y diferenciado entre caldos de cultivo y micelio.

V. Objetivos

V.1 Objetivo general:

Analizar el crecimiento vegetativo y la actividad biologica de las diferentes especies de
Morchella provenientes del centro-sur de Chile, evaluando el perfil de metabolitos
secundarios en los caldos de cultivo y micelios, bajo condiciones de fermentacién en estado

liquido.
V.2 Objetivos especificos:

e Evaluar el efecto de la composicion del medio de cultivo y las condiciones de
incubacion en el crecimiento vegetativo y la actividad bioloégica de las diferentes
especies de Morchella.

e Analizar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos con solvente organico
(acetato de etilo) a partir del caldo de fermentacion de las diferentes especies de
Morchella.

e Determinar el perfil de metabolitos secundarios de los extractos de los caldos de
fermentacion y de los micelios de las diferentes especies de Morchella, por

cromatografia gaseosa acoplada a espectroscopia de masas (CG-MS).
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VI. Materiales y métodos

1. Especies de hongos

Las diferentes cepas de Morchella previamente aisladas de ascocarpos e identificadas
molecularmente (Machuca et al. 2021; Sanz-Rocha et al. 2023) fueron obtenidas de la
coleccion de cultivos del Laboratorio de Biotecnologia de Hongos de la Universidad de
Concepcion, Campus Los Angeles, las cuales se detallan en la Tabla 1. Estas fueron
reactivadas utilizando medio extracto de malta-agar (EMA) al 2% en placas Petri, cultivadas
por 10 dias a 24°C.

Tabla 1. Especies de Morchella utilizadas en el presente estudio.

Especie Cepa| Localizacion de origen Entorno
Sector Santa Fe, comuna de y )
) . » Plantacion de pino
Morchella importuna | 237 Los Angeles, Region del
_ _ cosechado
Biobio, Chile.
,. Comuna de Hualqui, Region Plantacién de pino
Morchella eximia 153 _— _
del Biobio Chile. guemado
_ ] Comuna de Palena, Region Bosque nativo con
Morchella tridentina | 226 _ . _
de Los Lagos, Chile. dominancia de Nothofagus
_ . Comuna de Palena, Region Bosque nativo con
Morchella andinensis | 223 _ _ _
de Los Lagos, Chile. dominancia de Nothofagus
_ . Cochrane, Region de Aysén, Bosque nativo con
Morchella andinensis| 110 _ . _
Chile. dominancia de Nothofagus

2. Condiciones de cultivo y ensayo exploratorio

En una primera etapa se realizdé un ensayo exploratorio con todas las cepas de Morchella
utilizando dos tipos de medio de cultivo: un medio definido como complejo (MC) y otro como
basico (MB) (Tabla 2) y ademas se evaluaron dos condiciones de incubacion: estatica y
agitada (120 rpm). Estos medios de cultivo fueron diseiiados basado en la metodologia de
dos estudios descritos en la literatura (Diamantopoulou et al. 2012; Wang et al. 2020).
Ambos medios contenian glucosa como fuente de carbono, peptona y extracto de levadura

como principal fuente de nitrégeno y carbonato de calcio. El MC contenia ademéas macro y
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microelementos. El pH de los medios de cultivo (MC y MB) se ajusté a 6,0 y luego se
dispensaron 50 mL en matraces Erlenmeyer de 100 mL, los que fueron esterilizados en
autoclave durante 15 min a 121 + 0,5°C, para luego ser inoculados con dos discos de agar-
micelio de 5 mm de didmetro de la especie correspondiente (Tabla 1) tomados desde placas
stock con crecimiento activo. Los matraces se incubaron durante 10 dias a 24°C vy al final
del cultivo se determiné la produccion de biomasa y en los caldos filtrados, la actividad
antioxidante, el pH final y la concentracion de proteinas y de azucares reductores. Cada
tratamiento se realizd en triplicado. A partir de estos resultados se escogieron las mejores

condiciones para los ensayos posteriores.

Tabla 2: Componentes y concentraciones de los medios de cultivo utilizados.

Concentracion (g/L)
Componentes
Medio Complejo Medio Basico

Glucosa 30,0 30,0
Extracto de levadura 3,0 3,0
Peptona 3,0 3,0
Carbonato de Calcio (CaCOs3) 1,0 1,0
Fosfato de Potasio (KH2PO4) 1,0 -
Sulfato de Magnesio (MgSO4 7H20) 0,5 -
Sulfato de Amonio ((NH4)2SQO4) 1,0 -
Cloruro de Calcio (CaClz 2H20) 0,30 -
Sulfato de Manganeso (MnSO4 H20) 0,04 -
Sulfato de Zinc (ZnSO4 7H20) 0,02 -
Cloruro de Hierro (FeCl 6H20) 0,08 -

2.1 Determinacién de biomasa seca

Los matraces se filtraron el dia 11 de incubacion utilizando un sistema de filtracion al
vacio con un matraz Kitasato y un embudo Buchner, donde se coloco un papel filtro seco y
pesado para luego vaciar el contenido de cada matraz. La biomasa retenida en el papel filtro
se dispuso en estufa por 48 h a 60°C, transcurrido el tiempo, los papeles se pesaron en la

balanza analitica. La biomasa seca se obtuvo de la sustraccion del peso seco del papel con
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micelio menos el peso seco inicial del papel. Los resultados se expresaron en g de biomasa

por L de caldo de cultivo (g/L).
2.2 Determinacion del contenido de proteinas solubles

El contenido de proteinas solubles se determind por el método Bradford (Bradford
1976) con algunas modificaciones. En un tubo de ensayo, se agreg6 0,1 mL del caldo de
fermentacion filtrado con 1 mL del reactivo Bradford. La mezcla se incubé por 15 min a
temperatura ambiente para luego leer la absorbancia a 595 nm en un espectrofotdmetro
(Tu-1810 Split Beam UV-VIS). El blanco de medicion se realizo utilizando un 0,1 mL de agua
destilada en vez de caldo. Los valores de absorbancia se transformaron en concentracion
de proteinas solubles (mg/mL) utilizando una curva de calibracién preparada con diferentes

concentraciones de albumina de suero bovino (0 a 0,3 mg/mL) (Anexo 1).
2.3 Determinacion del contenido de azlcares reductores

La concentracion de azucares reductores en los caldos de fermentacion se evaluo
utilizando el método del acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller 1959), con algunas
modificaciones. En un tubo de ensayo se agregd 1 mL de caldo de fermentacion filtrado y
1,5 mL del reactivo DNS. Los tubos se llevaron a bafio maria a 100°C por 5 min para luego
enfriar y leer la absorbancia a 540 nm en el espectrofotometro (Tu-1810 Split Beam UV-
VIS). En algunos casos fue necesario diluir con agua destilada los caldos debido a la alta
concentracion de azlcares reductores presente en las muestras. El blanco se prepar6
utilizando un 1 mL de agua destilada en vez de caldo. Los valores de absorbancia se
transformaron en concentracion de azucares reductores (g/L) utilizando una curva de

calibracién preparada con diferentes concentraciones de glucosa (0 a 1 g/L) (Anexo 2).
2.4 Actividad antioxidante de los caldos de fermentacién

El ensayo de captacion de radicales libres se realiz6 con el reactivo 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH). Para este analisis se sigui6 la metodologia de Badshah et al. (2021)
con algunas modificaciones. Se prepard una solucién metandlica de DPPH 0,028 mg/mL, la
cual se mantuvo protegida de la luz, y cuya absorbancia fue ajustada para obtener un valor

cercano a 0,9 £ 0,1 a una longitud de onda de 517 nm.
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Para la determinacion de la actividad antioxidante, en un tubo de ensayo se afiadieron
175 pL del caldo de fermentacion y 2 mL de la solucion de DPPH, para luego agitar
suavemente durante 1 min. Después de 30 min de incubacién a temperatura ambiente y en
oscuridad, la absorbancia se midié a 517 nm en el espectrofotometro (Tu-1810 Split Beam
UV-VIS). El blanco empleado para las mediciones fue metanol, y el control negativo una
mezcla de 1 mL de DPPH y 175 pyL de metanol. La actividad antioxidante se expresé como
porcentaje de inhibicién (%), lo que corresponde a la cantidad del radical DPPH que logré
ser neutralizado por los compuestos antioxidantes presenten en el caldo de fermentacion,

obtenido con la siguiente ecuacion:

o A0 — A1
% Inhibicion = T x 100

Donde AO es la absorbancia del control negativo y Al es la absorbancia de la muestra.

3. Cinética de crecimiento

Para determinar el periodo de tiempo donde el caldo de cultivo muestre su mayor
actividad antioxidante, las cepas de Morchella con los mejores resultados en el ensayo
exploratorio (cepas 153, 223, 226 y 237) se volvieron a cultivar durante 20 dias en medio
MC bajo agitacion, realizando mediciones en diferentes tiempos de incubacién. Se
dispensaron 50 mL de MC (pH 6) en matraces Erlenmeyer de 100 mL, los que fueron
esterilizados en autoclave durante 15 min a 121 + 0,5°C, para luego ser inoculados con dos
discos de agar-micelio de 5 mm tomados de placas stock, con crecimiento activo de cada
especie. Al finalizar cada periodo de cultivo, se retiraron 3 matraces de cada especie en
forma completamente aleatoria para realizar las mediciones de biomasa, y en los caldos de
cultivo determinar la variacién del pH, actividad antioxidante, contenido de proteinas y de
azucares reductores. Adicionalmente, se determiné la presencia de compuestos quelantes

de metal en los caldos de fermentacion.

3.1 Deteccion de compuestos quelantes de metal (CQM) en los caldos de

cultivo

Para la deteccion de los CQM del tipo sideréforos en los caldos de fermentacion de las
distintas especies de Morchella, se siguidé una metodologia clasica (Schwyn and Neilands
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1987). En un tubo de ensayo se mezclé 1 mL del caldo filtrado con 1 mL del reactivo Cromo
Azurol S (CAS) que contiene Fe (lll). Los tubos de ensayo se incubaron por 1 h a
temperatura ambiente para luego leer la absorbancia a 630 nm en el espectrofotdmetro (Tu-
1810 Split Beam UV-VIS). Como control, se utilizé el medio de cultivo sin inocular mas 1 mL
del reactivo (CAS). Los valores de absorbancia se expresaron como porcentaje (%) de CQM

producidos por cada especie, utilizando la siguiente formula:
A— A1l

% compuestos quelantes = x 100

Donde A es la absorbancia del control y Al es la absorbancia de la muestra. Los valores

de CQM superiores al 10% se consideraron significativos (Machuca et al. 2007).

4. Cultivo para la obtencion de extractos organicos a partir del caldo de

fermentacién y los micelios

Con el fin de producir caldo de cultivo y micelio en cantidades suficientes para realizar
extracciones con solvente organico para posteriores analisis, las especies seleccionadas de
los ensayos anteriores se cultivaron por 20 dias a 24°C en condiciones de agitacion (120
rpm). Se dispensaron 700 mL de MC (pH 6) en matraces Erlenmeyer de 1000 mL, los que
fueron esterilizados en autoclave durante 15 min a 121 + 0,5°C, para luego ser inoculados
con 20 discos de agar-micelio de 6 mm tomados desde placas stock con crecimiento activo.
Al finalizar el periodo de cultivo, se realizaron los mismos analisis anteriores de biomasa,
variacion del pH, actividad antioxidante, contenido de proteinas solubles y de azlcares
reductores. Posteriormente los caldos y los micelios fueron sometidos a una extraccién con

solvente orgéanico.
4.1 Extraccion para analisis del perfil de metabolitos secundarios

La biomasa micelial cosechada de los cultivos de cada especie se someti6 a una
extraccién sdlido-liquido con acetato de etilo. En un matraz Erlenmeyer de 100 mL se
afiadieron 7 g de micelio seco pulverizado y 70 mL de acetato de etilo. La mezcla se agit6é
a 120 rpm por 5 h'y 24°C, para luego filtrar el extracto a través de un papel filtro. El filtrado
se transfirié a un matraz de fondo redondo, para luego llevar a un rotavapor a 40°C, donde

21



se evaporo el solvente hasta sequedad. El extracto se almacené a 4°C para su posterior
analisis.

Los caldos de fermentacion filtrados de cada especie se sometieron a una extraccion
con acetato de etilo (2 x 100 mL). Para esto, los caldos se acidificaron a pH 3 utilizando HCI
6 M, y luego se transfirieron a un embudo de decantacion con acetato de etilo en proporcion
4:1. La mezcla se agitd vigorosamente y se dej6 separar la fase acuosa y organica en un
soporte bajo campana de extraccion. Una vez separadas las fases, se repitio este proceso.
Las fases organicas de cada especie se juntaron en un matraz de fondo redondo y se
concentro luego se concentraron en un rotavapor a 40 °C, hasta sequedad. Los extractos

se almacenaron a 4°C para su posterior analisis.

4.2 Analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-

MS) de los extractos

Los extractos organicos obtenidos con acetato de etilo de los caldos de fermentacion y
micelios fueron analizados por Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de
Masas (CG-MS) en un cromatografo de gases (Agilent 7890A, California, EE.UU) equipado
con un detector de masas (Agilent 5975C), utilizando una columna capilar de silice HP-5MS
de 30m x 0,25 mm de diametro interno y una pelicula de 0,25 um de espesor, bajo las
siguientes condiciones: temperatura inicial de 100 °C durante 3 min, aumentando en 10
°C/min hasta 280 °C y manteniéndose durante 20 min. El flujo de gas portador (He) fue de
1 mL/min. La caracterizacion de los compuestos se realizé mediante la comparacién con la
base de datos NIST2017®. Estos analisis fueron realizados en el Laboratorio de Quimica
de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas, de la

Universidad de Concepcion.

5. Actividad antioxidante y determinacién de ICso
A los extractos obtenidos con acetato de etilo desde los caldos de cultivo se les determino
la actividad antioxidante, siguiendo la metodologia descrita en 2.4, excepto porque aqui se
utilizaron diferentes concentraciones de los extractos para determinar la concentracion
inhibitoria 50 (ICs0) que corresponde a la concentracion que logra inhibir el 50% del radical
libre DPPH. Para ello, 175 uL de diferentes concentraciones (2,5-25 mg/mL) del extracto re-
suspendidos en agua desionizada se mezclaron con el DPPH. El ICso de cada extracto se
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obtuvo a partir del analisis de regresion lineal de la curva de inhibicion de los extractos frente
al DPPH (Anexo 3). Los resultados se compararon con una curva de calibracion utilizando
acido galico (2-20 yg/mL) (Anexo 4) y se expresaron en ug equivalentes de acido galico por
mg de extracto del caldo de cultivo.

6. Contenido de fenoles totales de los extractos

El contenido de fenoles totales (CFT) de los extractos se determiné de acuerdo con
Magalhées et al. (2010) con algunas modificaciones. Para ello, 250 pyL de una solucion de
2,5 mg/mL de los extractos obtenidos del caldo de cultivo se mezclaron con 250 pL del
reactivo de Folin-Ciocalteu (10% v/v). La mezcla se agité y dejo reaccionar por 2 min, para
luego adicionar 250 yL de Na2COs (10 %). Después de 1 h de reposo en la oscuridad y a
temperatura ambiente, las absorbancias se leyeron a 750 nm utlizando un
espectrofotometro (Tu-1810 Split Beam UV-VIS). La concentracion total de fenoles se
expres6 como pg de equivalentes de acido galico por mg de extracto, utilizando la siguiente

ecuacion obtenida a partir de la curva de calibracion de acido galico (R = 0,9938) (Anexo 5).

Absorbancia (750 nm) + 0,0067
0,034

Fenoles totales =

7. Andlisis Estadistico

Todos los andlisis se realizaron en triplicado bajo un disefio completamente aleatorio.
Los resultados se expresaron como valor medio + desviacion estandar (DE). Para todos los
conjuntos de datos, los supuestos de normalidad y homocedasticidad de varianza se
verificaron utilizando las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. La
comparacion de medias se llevo a cabo mediante analisis de varianza factorial (Factorial
ANOVA). La significancia estadistica se determin6 usando la prueba de Tukey (p < 0,05).

Todos los andlisis se realizaron utilizando el software Statistica v13.0.
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VII. Resultados
1. Ensayo exploratorio

El crecimiento vegetativo micelial de las diferentes cepas de Morchella fue distinto entre
los tratamientos. En condicion de agitacion el micelio de todas las cepas formé pellets
esféricos, mientras que en la condicion estatica las cepas crecieron formando una pelicula
de micelio en la superficie del medio de cultivo que en algunos casos ascendia en forma de
micelio aéreo por las paredes del matraz (Figura 1). Las especies con mayor crecimiento
aéreo en el medio MB y en condicion estatica fueron M. eximia, M. tridentina y M. andinensis
(223). Fue posible observar cambios notorios en la pigmentacion de los micelios entre las
especies en los diferentes tratamientos. M. importuna bajo agitacion en MB genero un color
café amarillento, mientras que en MC tuvo un crecimiento moderado y el micelio tenia una
pigmentacion café oscuro. Los cultivos de M. importuna tenian un aroma dulce penetrante
semejante al de los ascocarpos frescos de Morchella spp. En MB hubo una menor
pigmentaciéon, generando colores mas amarillentos en los caldos y micelio en todas las
especies, mientras que en MC se presentaron los cultivos mas pigmentados, con diferentes
colores dependiendo de la especie y condicion de incubacion.

M. eximia y M. tridentina presentaron una pigmentacion similar en los caldos y micelios
de los distintos tratamientos. En agitacion en MB ambas especies generaron un micelio de
color amarillo palido, mientras que en MC generaron un micelio color gris y marrén oliva
respectivamente. En la condicién estatica estas especies presentaron un color amarillento
en MB y café oscuro en MC. M. tridentina, tuvo un abundante crecimiento de biomasa por
las paredes del matraz, principalmente en MB (Figura 1), el aroma de los cultivos de esta

especie fue intenso y fresco.

M. andinensis (223) en la condicion de agitacion y en MB tuvo un crecimiento micelial
abundante que ascendi6 por las paredes del matraz, acompafado de un color amarillo,
mientras que en MC solo mostré un leve crecimiento micelial de un color gris amarillento. El
otro ecotipo de M. andinensis (110) present6 el menor crecimiento, pero su micelio en
agitacion tomé una coloracion café oscura en MC, mientras que en MB era levemente

amarillo (Figura 1). El aroma mas penetrante fue el del cultivo de la cepa 223.
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Condicion Agitacién Estatico

Cepa

M. importuna
237

M. eximia
153

M. tridentina
226

M. andinensis
223

M. andinensis
110

Figura 1: Cultivos miceliales de las diferentes especies de Morchella a los 10 dias de
incubacion en medio MC y MB bajo la condicién de agitacién (120 rpm) y estatica.

La produccion de biomasa total en ambos medios de cultivo fue abundante, en todas
las especies (Figura 2), excepto la cepa 110 de M. andinensis, quien tuvo un crecimiento
muy limitado en todos los tratamientos, alcanzando la menor produccién de biomasa (2,56
+ 0.47 g/L) en MC en condicion estética (Figura 2 B). Por otro lado M. tridentina, logro la

mayor produccion de biomasa (12,21 + 0,4 g/L) en MC en condicion estatica, pero sin
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diferencias significativas con M. eximia y M. andinensis (223) bajo las mismas condiciones.
En la mayoria de los tratamientos la produccién de biomasa fue ligeramente mayor en MC

que en MB bajo la misma condicion de incubacion (Figura 2).

Tanto en la condicién de agitacion como en la condicion estatica (Figura 3), las
especies de Morchella tendieron a aumentar el pH del medio en MB respecto al pH inicial
(6,0), llevando el caldo a un pH cercano a 7, sin diferencias significativas entre las especies.
Mientras que en MC la tendencia de las especies fue a acidificar el medio, obteniéndose el
pH significativamente mas bajo en los caldos de M. andinensis (223) en MC bajo agitacion
(pH 4,66 £ 0,27). En estas mismas condiciones, las otras especies mantuvieron el medio en
un rango de pH de 5,40 - 5,84, mientras que, en MC estético, el rango fue levemente mas
bajo (4,99 — 5,40). El caldo de M. andinensis (110) tuvo un pH cercano al inicial en todos los
tratamientos, excepto MB bajo agitacion (pH 7,19 £ 0,11) (Figura 3A).

La concentracion minima de azucares reductores en los caldos de cultivo luego de
10 dias de incubacién (Figura 4) se alcanzé con M. tridentina en MC, junto con M. eximia
en MC y MB, en la condicion de agitacion con valores inferiores a 1 g/L. Por otro lado, los
menores consumos fueron detectados en los caldos de M. andinensis (110) en MB y MC
(26,18 y 25,16 g/L, respectivamente), en condicion estatica (Figura 4B), relacionandose
directamente con el bajo desarrollo micelial de esta especie. En la mayoria de las especies,
en la condicion de agitacion y en MC se detectaron los mayores consumos de azUcares

reductores.
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Figura 2: Biomasa micelial producida por las diferentes especies de Morchella en el ensayo

exploratorio al dia 10 de cultivo, en MB y MC. A) Cultivo incubado bajo agitacion (120 rpm).
B) Cultivo incubado en condicion estatica. Letras diferentes sobre las barras indican

diferencias significativas por test de Tukey (p<0,05).
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Figura 3: pH de los caldos de cultivo de las diferentes especies de Morchella en el ensayo

exploratorio al dia 10 de incubacion, en MB y MC. La linea segmentada roja en los gréaficos
indica el pH inicial (6,0). A) Cultivo incubado bajo agitacion B) Cultivo incubado en condicion
estatica. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas por test de

Tukey (p<0,05).
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Figura 4: Contenido de azUcares reductores en los caldos de fermentacion de las diferentes

especies de Morchella en el ensayo exploratorio al dia 10 de incubacion, en MB y MC, con
una concentracion inicial de glucosa en el medio de cultivo de 30 g/L. A) Cultivo incubado
bajo agitacion (120 rpm). B) Cultivo incubado en condicion estética. Letras diferentes sobre

las cajas indican diferencias significativas por test de Tukey (p<0,05).
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La concentracion mas alta de proteinas solubles (73,6 = 15,7 mg/mL) fue detectada
en los caldos de M. tridentina, seguida de M. eximia (67,9 + 24.3 mg/mL), ambas en MC
bajo agitacién (Figura 5A). En tanto que los menores valores fueron detectados en los
caldos de ambas cepas de M. andinensis, con valores entre 11 — 14 mg/mL en ambos
medios (MC y MB), bajo agitacion. En condicidn estatica, no hubo diferencias significativas
entre MC y MB, mientras que, bajo agitacion, hubo algunas especies que tuvieron mayor

concentracion de proteinas solubles en MC (Figura 5A,B).

La actividad antioxidante determinada como inhibicion (%) del radical DPPH en los
caldos de cultivo de las especies de Morchella (Figura 6), fue maxima en los caldos de M.
tridentina, alcanzandose 30,9 + 8,6% de inhibicion del radical DPPH en MC bajo agitacion.
Por otro lado, la menor actividad antioxidante fue de 5,6 £ 5,8% en los caldos de M.
andinensis (110) en MB bajo agitacion (Figura 6A). En ambas condiciones de cultivo, la
mayoria de las especies de Morchella mostré una actividad antioxidante ligeramente mayor
en MC.

De acuerdo con estos resultados, para los proximos ensayos se escogié el medio de
cultivo complejo (MC) bajo la condicion de agitacion (120 rpm), para los ensayos de cinética
y cultivo para extraccion con solvente organico. En estos ensayos se continuaran utilizando
las mismas especies de Morchella, excepto la cepa 110 de M. andinensis, que no se utilizara

debido a su bajo rendimiento y desarrollo.
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incubado bajo agitacion (120 rpm). B) Cultivo incubado en condicién estatica. Letras

diferentes sobre las cajas indican diferencias significativas por test de Tukey (p<0,05).
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Morchellas determinada como la inhibicion (%) del radical libore DPPH en el ensayo
exploratorio al dia 10 incubacién, en MB y MC. A) Cultivo incubado bajo agitacion (120 rpm).
B) Cultivo incubado en condicion estatica. Letras diferentes sobre las cajas indican

diferencias significativas por test de Tukey (p<0,05).
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2. Cinética de crecimiento

Al evaluar el crecimiento vegetativo a través de la produccién de biomasa de las especies
de Morchella durante los diferentes periodos de incubacion en fermentacion liquida, se
observd que las especies mantuvieron un rendimiento similar entre si, sin diferencias
significativas. Una excepcion fue el caso de M. importuna, Unica especie donde se observé
un aumento significativo de biomasa con el aumento del tiempo de incubacion (Figura 7).
Las mayores producciones de biomasa fueron detectadas en M. eximia al dia 20 (10,4 £
0,4 g/L) y M. andinensis al dia 15 (10,1 £ 0,3 g/L), aunque sin diferencias significativas entre

las especies.
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Figura 7: Producciéon de biomasa micelial (g/L) durante diferentes periodos de crecimiento
(T10-T20) de Morchella spp. en MC, bajo agitacion (120 rpm). Letras distintas sobre las
columnas indican diferencias significativas por test de Tukey (p<0,05) comparando entre

todas las especies y los tiempos de incubacion.
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Respecto a los cambios en el pH de los caldos de fermentacion, las especies de
Morchella (Figura 8), los valores se mantuvieron alrededor del pH inicial (6,0). EIl maximo
valor fue alcanzado por M. eximia y M. andinensis en el dia 15, teniendo ambas un aumento
en el pH desde el dia 10 al 15, para luego volver a bajar en el dia 20 de cultivo, aunque sin
diferencias significativas. M. importuna fue la especie que mas acidificé el medio de cultivo

(5,6) respeto al pH inicial, pero se mantuvo constante en los tiempos evaluados.
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Figura 8. Cambios en el pH de los caldos de cultivo Morchella spp. creciendo en MC
durante diferentes periodos de tiempo (T10-T20) bajo agitacién (120 rpm). Letras
distintas sobre las columnas indican diferencias significativas por test de Tukey (p<0,05),

comparando entre todas las especies y los tiempos de incubacion.
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La concentracion de proteinas solubles fue semejante entre las distintas especies, a traves

de los diferentes periodos de incubacion, alcanzandose las maximas producciones entre los

15y 20 dias (entre 170 - 196 mg/mL) (Figura 9). Se observé una tendencia M. tridentina >

M. andinensis = M. eximia > M. importuna en la concentracion de proteinas solubles, aunque

sin diferencias significativas entre las especies. En relacion con la produccién en funcion del

tiempo de incubacion, M. importuna mostré un comportamiento diferenciado, con la mayor

produccién de proteinas en el dia 15 de incubacién y una disminucion significativa a los 20

dias (Figura 9).
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Figura 9: Produccion de proteinas solubles (mg/mL) en el caldo de cultivo Morchella spp.

creciendo en MC durante diferentes periodos de tiempo (T10-T20) bajo agitacion (120

rpm). Letras distintas sobre las columnas indican diferencias significativas por test de

Tukey (p<0,05), comparando entre todas las especies y los tiempos de incubacion.
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La actividad antioxidante, determinada como el porcentaje de inhibicion del radical DPPH
por el caldo de fermentacion aumentd de manera significativa en funcion del tiempo de
incubacion, para la mayoria de las especies de Morchella (Figura 10). Todas las especies
alcanzaron su méaximo de actividad antioxidante en el dia 20, excepto en los caso de M.
tridentina y M. importuna que no mostraron diferencias significativas entre los diferentes
tiempo de incubacion. La actividad antioxidante mas alta fue detectada en los caldos de
cultivo de M. importuna (32,58 +1,58 %), seguida de M. andinensis (26,81 £+ 2,7 %) (Figura
10).
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Figura 10: Actividad antioxidante (%) de los caldos de cultivo de Morchella spp. en medio
MC, durante diferentes periodos de tiempo (T10-T20), bajo agitacion (120 rpm). Letras
distintas sobre las columnas indican diferencias significativas por test de Tukey (p<0,05),

comparando entre todas las especies y los tiempos de incubacion.
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La produccion de compuestos quelantes de metal (CQM) del tipo sideréforos, siguié una
tendencia similar a la actividad antioxidante de aumento significativo en funcién del tiempo
de incubacion, para la mayoria de las especies de Morchella, alcanzandose los mayores
porcentajes de CQM en el dia 20 de incubacion (Figura 11). Los valores mas altos fueron
detectados en los caldos de M. importuna (32,08 + 0,98 %), aunque sin diferencias

significativas entre las especies.
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Figura 11: Produccion de compuestos quelantes de metal (%) por los caldos de cultivo de

Morchella spp. en medio MC, durante diferentes periodos de tiempo (T10-T20), bajo
agitacion (120 rpm). Letras distintas sobre las columnas indican diferencias significativas
por test de Tukey (p<0,05), comparando entre todas las especies y los tiempos de

incubacion.

Basado en los resultados de estos ensayos, se escogio el tiempo de incubacion de 20 dias
para los cultivos de las especies de Morchella destinadas a la extraccion con solvente

organico (acetato de etilo) de sus caldos y micelios.
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3. Cultivo de Morchella spp. para obtencion de extractos organicos

El cultivo en los matraces de 1 L en medio MCy agitacion (120 rpm) mostr6é un abundante
crecimiento de todas las especies (Figura 12), las que formaron rapidamente abundantes
pellets esféricos de micelio, los cuales con el pasar del tiempo (20 dias) se fueron
fragmentando. Al dia 10 de cultivo las especies clarificaron los caldos de fermentacion, pero
al dia 20 estaban mas turbios. Hubo un cambio notorio en el color del caldo y el micelio
desde el dia 10 al 20 en todas las especies, y entre ellas M. importuna generé una
pigmentacién café oscura, mientras que las otras especies tuvieron una pigmentacion café

mas clara (Figura 12).

Especies| M. importuna M. eximia M. tridentina M. andinensis
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Figura 12: Cultivo de Morchella spp. en matraces de 1 L a los 10 y 20 dias de crecimiento
en medio MC (pH 6), bajo agitacion (120 rpm). Las imagenes correspondes a fotografias
frontales e inferiores.
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El resumen de las propiedades de los diferentes cultivos se muestra en la Tabla 3. Las
especies mostraron una alta produccién de biomasa micelial que siguid la tendencia M.
eximia = M. tridentina > M. andinensis > M. importuna. En lo que respecta al pH, todas las
especies tendieron a la acidificacion del medio, con M. andinensis mostrando la mayor
acidificacion en relacion con el pH inicial (6,0). Todas las especies consumieron los azlcares
de manera importante en los caldos de cultivo a los 20 dias de incubacion, donde se
detectaron concentraciones inferiores a 1 g/L. La actividad antioxidante en estos caldos no
mostré diferencias significativas entre las especies y se mantuvo en un rango 23-31 %
(Tabla 3).

Tabla 3: Resumen de las propiedades del caldo de fermentacion de Morchella spp.

_ Azlcares ] Actividad
_ Biomasa Proteinas o
Especie pH reductores antioxidante
(g/L) solubles (mg/mL)
(9/L) (%)
M. eximia 6,74+03a 5,80+0,2a 0,74+0,1a 182,79+32,4a 23,23+1,4a

M. importuna 4,45+0,1c 5,34+0,1ab 0,54+0,1b 178,23+18,9a 31,48 +2,6a
M. andinensis 5,72+ 0,2b 4,93+05b 0,72+0,1ab 151,64 + 14,3a 28,86 +5,3a
M. tridentina 6,84+03a 556+0,2b 0,81+0,1a 180,81 +14,9a 24,87+2,4a

Los valores en las columnas corresponden a los promedios + SD y las letras diferentes

dentro de una columna indican diferencias significativas por test de Tukey (p<0,05).

A la biomasa micelial seca y al caldo de fermentacion cosechado de ese ensayo se le
sometié a una extraccion con solvente organico (acetato de etilo), para luego realizar un
andlisis del perfil de metabolitos secundarios por CG-MS. Ademas, al extracto del caldo se
le evalué la actividad antioxidante y el contenido de polifenoles totales.
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4. Actividad antioxidante y contenido de polifenoles totales de los extractos del

caldo de Morchella spp.

El menor ICso fue detectado en el extracto de los caldos de fermentacion de M. eximia
(Tabla 4), en tanto que los extractos de las otras especies presentaron valores mayores y
similares de ICs0. En cuanto al contenido de polifenoles totales, la tendencia detectada en
los extractos de los caldos de fermentacion fue M. tridentina > M. eximia = M. importuna >

M. andinensis (Tabla 4).

Tabla 4: Concentracion inhibitoria del 50% del radical DPPH (ICso) y contenido de

polifenoles totales (CFT) de los extractos de los caldos de fermentacion de Morchella spp.

Muestra M. eximia M. importuna M. andinensis M. tridentina
ICso0
17,86 29,13 29,29 24,18
(mg/mL)
CFT

13,79 +0,90b 14,14 +0,50b 10,08 + 0,38c 16,37 + 0,43a
(Mg/mL)

Letras distintas en las filas indican diferencias significativas por test de Tukey (p<0,05).

5. Andlisis de metabolitos secundarios por CG-MS de los extractos de Morchella
spp.

Los extractos fangicos con acetato de etilo obtenidos de los caldos de fermentacion y
micelio fueron analizados mediante CG-MS, y para ello se escogieron las especies M.
eximia (de ambiente de bosque perturbado) y M. andinensis (de bosque nativo). Los
cromatogramas de los compuestos detectados en los extractos de M. eximia y M. andinensis
se muestran en las Figuras 13 y 14, respectivamente. Existen claras diferencias entre los
cromatogramas del extracto del caldo de fermentacion y micelios. En el caso de M. eximia
se observan peaks similares alrededor de los 15 min de retencion, por otra parte, el
cromatograma del extracto del caldo de fermentacidn posee un rango de tiempo de

retencion mas amplio que el del extracto de micelio (Figura 13).
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En el caso de M. andinensis, el cromatograma del caldo de fermentacion presenta un
importante aumento en los peaks, mostrando compuestos en un rango mas amplio respecto
al tiempo de retencion, en cambio en el extracto del micelio se registraron tiempos de
retencion menores al del caldo, distribuyéndose en rangos mas cortos (Figura 14). Esto
sugiere una menor cantidad de compuestos en los extractos de micelio que en los caldos

de esta especie.

Dentro de los 38 compuestos detectados en las muestras de los extractos (Tabla 5), la
mayor cantidad (25) se encontré en los caldos de fermentacion de M. eximia, y solo 9
compuestos se encontraron en el extracto del micelio de esta especie, y de éstos 4
compuestos estaban presentes tanto en los caldos como en el micelio, aunque en diferentes
proporciones. En cuanto a los extractos de M. andinensis, la cantidad de compuestos en los
caldos fue menor que en M. eximia, encontrandose solo 9 compuestos, por el contrario, se
encontré mayor cantidad (13) en el micelio, y sélo 2 de estos compuestos estaban presentes
tanto en los caldos como en el micelio (Tabla 5). Entre los compuestos se pudo detectar
acidos grasos, un fitoesterol, esteres ciclicos de acidos grasos, péptidos ciclicos, un

poliacetileno y compuestos fenolicos.

Los metabolitos con mayor proporcion en los extractos fueron: el é&cido 9,12-
octadecadienoico presente en el micelio (38,3 %) y caldo (17,9 %) de M. eximia y solo en el
micelio (36,7 %) de M. andinensis. Por su parte, el acido octadecanoico estuvo presente en
el caldo (5,9%) y micelio (4,83 %) de M. eximia y solo en el micelio (5,57 %) de M.
andinensis, en tanto, el acido n-hexadecanoico estuvo presente en el micelio (21,3 %) y
caldo (7,9 %) de M. eximia, lo mismo que en el micelio y caldo de M. andinensis, pero en
menor proporcién (17,2 % y 5,8 % respectivamente). EI compuesto benzeno-etanol-4-
hydroxi estuvo presente solo en el extracto del caldo (26,1 %) de M. andinensis, al igual que
el ciclopentil éster del acido succinico 2-metilpent-3-y (14,5 %) y el 10-chlorotriciclo
[4.2.1.1(2,5)]deca-3,7-dien-9-0l (7,4 %). El ergosterol fue un compuesto exclusivo de los
extractos de micelio de M. eximia (10,7 %) y M. andinensis (10,2 %) y el falcarinol, estuvo
presente solo en el caldo (12,5 %) de M. eximia, al igual que el éster metilico 2,5-acido
octadecadiinoico (6 %), junto a otros compuestos presentes en menor abundancia. El
compuesto 2-[Di(tert-butyl)silyloxymethyljtetrahydrofurane estuvo presente solo en el caldo
(11,6 %) y micelio (2,9 %) de M. exima, por otro lado, el compuesto fenol, 2,4-bis(1,1-
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dimetiletilo). estuvo presente solo en los extractos del caldo de M. eximia (5,5 %) y M.

andinensis (7,4 %).
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Figura 13: Cromatogramas de los extractos con acetato de etilo de los caldos de

fermentacion (A) y de micelios (B) de M. eximia obtenidos de los analisis por CG-MS.
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A) Abundance
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Figura 14: Cromatogramas de los extractos con acetato de etilo de los caldos de

fermentacion (A) y micelios (B) de M. andinensis obtenidos de los analisis por CG-MS.
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Tabla 6: Caracterizacion y comparaciones de los compuestos identificados por CG-MS en

los extractos del caldo de fermentacion y micelios de M. eximia y M. andinensis.

. | Tiempo M. eximia M. andinensis
N .. | Masa
retencion Nombre compuesto T o
co (min) (Da) Caldo |Micelio | Caldo |Micelio
1 5931 190 ztsjtc:;mc acid, 2-methylpent-3-yl cyclopentyl 14.53%
) 7 158 182 ;E)C;Fhlorotrlcyclo [4.2.1.1(2,5)]deca-3,7-dien- 7 36%
7.207 290 | 2,5-Octadecadiynoic acid, methyl ester 2.09%
4 7.935 230 | Formyl glutamine 5.64%
2-[Di(tert- 0 0
> 7.983 249 butyl)silyloxymethyl]tetrahydrofurane 1-2gil| 2.88%
6 8.597 138 | Benzeneethanol, 4-hydroxy- 26.07%
7 3.701 378 Acethydra2|de., 2-(4-fluorophenoxy)-N2-(4- 1.53%
allyloxybenzylideno)-
8.956 244 | Falcarinol 12.52%
9.486 206 |Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 5.49% 7.36%
10 | 10.318 290 | 2,5-Octadecadiynoic acid, methyl ester 6.04%
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-
11 | 10.857 | 331 |2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-,cyclic 1.93%
methylboronate
12 | 11.415 | 484 |2-Myristynoyl pantetheine 0.69%
13 12.067 242 | 2-Hexadecanol 1.02%
14 | 12.332 | 496 |D-Fructose, diethyl mercaptal, pentaacetate 0.91%
15 | 12.691 | 154 |Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro- 4.28% 8.48%
16 | 13.098 | 154 |Benzenemethanol, 3-hydroxy-5-methoxy- 1.10%
17 | 13.958 270 | Pentadecanoic acid, 14-methyl-, methyl ester 1.03%
18 | 14242 | 210 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3- 2 76% 5.06%
(2-methylpropyl)-
19 | 14.384 256 | n-Hexadecanoic acid 7.78% | 21.25% | 5.80% |17.19%
20 | 14.630 | 284 |Hexanoic acid ethtyl ester 2.76% 2.19%
21 | 14.724 | 370 |Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester 2.67%
22 | 15.575 294 | 8,11-Octadecadienoic acid, methyl ester 1.36%
23 | 15.585 294 |9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester, (E,E)- | 1.53%
24 | 15.632 296 | 10-Octadecenoic acid, methyl ester 1.35%
25 | 15.849 | 298 |Heptadecanoic acid, 16-methyl-, methyl ester | 1.06%
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Continuacion Tabla 5:

N° | Tiempo M. eximia M. andinensis
.. | Masa Nombre compuesto

CO | retencion Caldo | Micelio | Caldo | Micelio

26 | 16.010 280 |9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)- 17.93% | 38.34% 36.68%

27 16.228 284 | Octadecanoic acid 5.87% | 4.83% 5.57%

28 16.445 268 | 7-Methyl-Z-tetradecen-1-ol acetate 1.63%

29 16.464 312 | Octadecanoic acid, ethyl ester 3.07%

30 16.549 436 | Ethyl iso-allocholate 1.14%

31 18.213 370 | Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester 9.62%

37 18.270 430 gzgfs(?ér;:}one, cyclic 1,2-ethanediyl 0.64%

33 19.386 390 iﬁjenzenedicarboxylic acid, diisooctyl 3.10% 10.29% | 2.24%

34 | 21.381 410 |Squalene 2.28%

35 22.714 498 |9(11)-Dehydroergosteryl benzoate 2.04% 2.63%

36 22.713 394 |Ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-3-ol, (3B3,22E)- 0.51%

37 | 24.974 398 | Ergosta-5,22-dien-3-ol, (33,22E,24S)- 1.22% 5.81%

38 25.569 396 |Ergosterol 10.67% 10.24%

Se indica el tiempo de retencién, la masa molecular (Da) y la abundancia (%) de cada
compuesto (N° CO: numero de compuesto).
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VIIl. Discusion

En el presente estudio y en un ensayo exploratorio inicial se evaluaron 2 tipos de
medio de cultivo liquido (MC y MB) y dos condiciones de incubacion (agitada y estéatica)
para seleccionar la mejor condicion para el crecimiento micelial de diferentes cepas o
ecotipos de Morchella, evaluandose la produccion de biomasa, y caracterizacion del caldo
de fermentacion, incluida la actividad biol6gica. Ambos medios contenian glucosa como
fuente de C, extracto de levadura y peptona como fuente de N, y calcio en forma de CaCOs
(MC y MB), pero ademas uno el medio MC contenia una gran cantidad de sales minerales.

Durante el ensayo exploratorio se observo un ligero aumento en la produccion de
biomasa micelial (g/L) bajo la condicién estatica, aunque sin diferencias significativas al
compararlo con el cultivo agitado, por lo menos en los 10 dias de duracion del ensayo, No
obstante, las formas de crecimiento fueron diferentes ya que en condicion estatica todas las
especies de Morchella formaron una capa de micelio en la superficie del caldo de cultivo,
en tanto en la condicion de agitacion se observo la formacion de pellets esféricos y huecos.
De igual forma, en MC se observo un ligero aumento en la produccién de biomasa micelial
frente a MD, pero sin diferencias significativas entre ambos medios. Una gran diferencia se
observo en relacion con la pigmentacion marrén de los medios que fue mucho mas intensa
en MC que en MD, en ambas condiciones de incubacion (estatica y agitada) sugiriendo que
la adicion de sales minerales al caldo de cultivo estimula la produccion de pigmentos en las
especies de Morchella (Akilandeswari y Pradeep 2016).

Al evaluar la variacion de pH en los caldos de fermentacion se observaron notables
diferencias entre los medios de cultivo MC y MB, tanto en la condicion estatica como la
agitada. En MB la todas las especies tendieron a aumentar el pH inicial (pH 6) hasta un valor
sobre 7, mientras que en MC la especies tendieron a acidificar los caldos hasta valores
aproximados de pH 4,5, principalmente en la condicién de agitacion, lo que podria estar
relacionado a la produccion de acidos organicos para la solubilizacién de los compuestos
gue contiene MC, ausentes en MB (Liaud et al. 2014). Se ha descrito que las especies del
género Morchella crecen eficientemente en valores de pH desde 5 a 7, aumentado su
velocidad de crecimiento mientras el pH alcanza valores cercanos al neutro

(Diamantopoulou et al. 2012; Papadaki et al. 2019).
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En ambas condiciones de cultivo hubo un rapido consumo de azucares solubles,
pero en MC la mayoria de las especies mostré un consumo significativamente mayor que
en MB. Por otro lado, en las especies M. eximia y M. tridentina, bajo la condicion de agitaciéon
en MC, hubo un aumento significativo en la produccion de proteinas solubles, lo que sugiere
gue esta condicion (agitacion a 120 rpm) permite una mayor produccion de proteinas
solubles en el caldo de cultivo, lo que estuvo acompafiado de cambios de pigmentacién mas
notorios en los micelios y caldos de cultivo. En cuanto a la actividad antioxidante se mantuvo
mas estable en la condicién de agitacion con valores entre 15 a 35 % de inhibicién del radical
DPPH, exceptuando M. andinensis (cepa 110), quien tuvo un bajo desarrollo en MB bajo
esta condicion de incubacion. Por otro lado, en la condicion estéatica, M. importuna, M. eximia
y M. andinensis (cepa 110) tuvieron un ligero aumento en la actividad antioxidante en MC
alcanzando valores de 26% pero sin diferencias significativas con MB.

Pese a que no hubo diferencias significativas importantes, hubo una leve tendencia
de mejor desempefio, se escogio la condicion de agitacién (120 rpm) y el medio de cultivo

complejo (MC) para los ensayos posteriores.

En el ensayo de cinética de crecimiento micelial, las especies de Morchella no
mostraron diferencias significativas a través del tiempo de incubacion, excepto M. importuna
que alcanzé su maximo crecimiento al dia 20 de cultivo (8,5 + 0,2 g/L). En general, la
produccion de biomasa micelial estuvo en el rango de 8,5 a 10,5 g/L. Especies de Morchella
representantes del Clado Elata y Esculenta cultivadas en medio liquido similar a MC, pero
en condicion estética, produjeron biomasa en un rango de 9 a 13 g/L a los 14 dias de cultivo
(Papadaki et al. 2019), levemente superior a lo alcanzando por las especies analizadas en
este estudio.

La mayoria de las especies de Morchella alcanzaron el maximo consumo de azucares
(> 95 %) al dia 10 de cultivo, disminuyendo de una cantidad inicial en el medio de cultivo
cercana a los 33 g/L de azucares hasta valores inferiores a los 1 g/L. excepto, M. importuna
gue tuvo un consumo mas lento de azuUcares, presentando diferencias significativas con
todas las otras especies al dia 10 y 15. En el estudio de Papadaki et al. (2019) se registrd
que las especies de Morchella lograron un consumo de mas del 90% de la concentracion

de azucares antes del dia 14 de cultivo.
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La actividad antioxidante del caldo de fermentacion de las especies de Morchella fue
determinada con el radical DPPH. Los tiempos de reaccion con este reactivo son variables,
dependiendo de la naturaleza, pureza y concentracién de los compuestos antioxidantes, y
pueden variar desde los 2 a los 30 min, siendo el ultimo rango de tiempo donde se obtiene
una mayor estabilidad de la reaccién en ensayos con caldos de cultivo de hongos (lonita
2021). Los caldos de cultivo analizados alcanzaron sus valores maximos de 19,5 a 32,6% a
los 20 dias de incubacion, presentando el maximo valor M. importuna. Esto difiere de los
resultados de Fuentes (2015) quien trabajando con DPPH registré la méaxima actividad
antioxidante al dia 15 de cultivo (32%) en medio liquido en base a extracto de malta y
peptona (EM-P) en condicion estatica, con la especie M. tridentina. El efecto antioxidante
directo del caldo de fermentacion de Morchella spp. no ha sido investigado por lo que no se
puede comparar con otros estudios. Esto principalmente debido a que la atencién de los
investigadores se ha centrado en la bioactividad de los ascocarpos (Wu et al. 2021). Sin
embargo, si se han aislado compuestos antioxidantes importantes desde el caldo de
fermentacion, como polisacaridos extracelulares (Fu et al. 2013). Un comportamiento similar
presentd los caldos de fermentacion de especies del género Ganoderma, donde un ecotipo
de G. lucidum logro el mejor desempefio alcanzando el 40% de actividad antioxidante, pero
las otras especies estuvieron en rangos inferiores a 25% (Cilerdzi¢ et al. 2016).

Con el objetivo de determinar cuantitativamente la produccion de compuestos
quelantes de Fe®* del tipo sideréforos por las distintas especies de Morchella fue utilizado
el ensayo CAS liquido, (Machuca et al. 2007). Los caldos de cultivo tuvieron un importante
aumento reaccion CAS al dia 20 de cultivo en todas las especies, logrando valores cercanos
al 30% de CQM, pero sin diferencias significativas entre las especies. La reaccion CAS
positiva del caldo de fermentacién fue acompafa de un cambio de coloracién a un azul méas
claro, lo que se considera una reaccién poco significativa. Es posible que la presencia de
Fe en el medio de cultivo utilizado (MC) haya interferido en la produccién de CQM por las
especies de Morchella, de la misma forma observada en otros hongos (Mabel Merlen et al.
2019), por lo que se recomienda repetir este ensayo utilizando otro medio de cultivo sin Fe
para la incubacion de las distintas especies. En otro estudio han sido detectados valores de
83 % de CQM en los caldos de fermentacion de M. tridentina, en medio EM-P, pero estos
valores disminuyen notablemente al cambiar el medio de cultivo a papa-dextrosa (50%)

(Fuentes, 2015).
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Con estos resultados se concluyé que el mejor tiempo de cosecha del cultivo en
matraces de 1 L en medio MC y agitacion (120 rpm) de las especies de Morchella era el dia
20 de incubacion, ya que en este tiempo se presentd la més alta actividad antioxidante y
CQM. A estos cultivos se les realizo la extraccion con acetato de etilo de sus caldos de
cultivos y micelios con el fin de realizar el andlisis de metabolitos secundarios a través de
CG-MS. La biomasa micelial de este ensayo sigui6 la tendencia M. eximia = M. tridentina >
M. andinensis > M. importuna. Ademas, al extracto del caldo de cultivo se le evalu6 la
actividad antioxidante y el contenido de polifenoles totales, esto no se evalu6 en los micelios
ya que la cantidad de extracto fue muy baja y se priorizo el analisis de metabolitos
secundarios por CG-MS.

Al evaluar la actividad antioxidante de los extractos con acetato de etilo del caldo de
fermentacién, el menor ICso fue detectado en M. eximia (17,86 mg/mL), mientras que las
otras especies mostraron valores en un rango mas alto, de 24 a 29 mg/mL. Este alto valor
podria deberse a que no todos los compuestos antioxidantes de Morchella spp. fueron
extraidos con este solvente debido a su polaridad. Se recomienda aislar los compuestos
para evaluarlos de forma individual como se ha realizado en trabajos recientes, donde cada
compuesto aislado del extracto con acetato de etilo del caldo de fermentacion de Morchella
sp. fue separado y se le evalu6é de forma independiente la actividad antioxidante por el
método DPPH (Yang et al. 2019b). En otros trabajos se ha registrado que el ICso del caldo
de fermentacion liofilizado de M tridentina fue de 14,1 mg/mL (Fuentes, 2015), diferencia
gue puede ser debido a que en este trabajo se utilizo el caldo liofilizado sin extraccion previa.
Al comparar con la actividad antioxidante de extracto de ascocarpos de M. esculenta, se ha
registrado un ICso de 1500 £ 12,6 ug/mg con DPPH, valores que disminuyen al evaluar con
otros solventes organicos como etanol, metanol y butanol (Shameem et al. 2017). Por otro
lado, en extractos con etanol desde micelio de Morchella sp. cultivado en fermentacion
liquida en agitacion (140 rpm), se han registrado valores de ICso de 1,54 mg/mL, menor a
los valores obtenidos en este estudio con los caldos de cultivo (Wang et al. 2020).

En cuanto al contenido de polifenoles totales (CFT), recientemente se ha registrado
que el extracto metandlico de ascocarpos de M. conica contiene 3,50 yg AGE/mg del
extracto (Jacinto-Azevedo et al. 2021), inferior los valores de los extractos con acetato de
etilo de los caldos de fermentacion, de las especies de Morchella analizadas aqui, que

estuvieron en un rango de 10-16 pg AGE/mg de extracto. Los resultados sugieren que el
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CFT de los extractos de Morchella spp. no tendria relacion directa con la actividad
antioxidante de los mismos, ya que en el caso de M. tridentina en cuyos extractos se detecto
el valor méas alto de CFT (16,37 ug AGE/mg) no presentd la mayor actividad antioxidante
(ICs0 24,18 mg/mL).

El anélisis CG-MS reveld la presencia de compuestos bioactivos en los extractos de
los caldos de cultivo y de los micelios de las especies M. eximia (cepa 153) y M. andinensis
(cepa 223). De los 38 metabolitos identificados desde los extractos del caldo de
fermentacién y el micelio, el &cido palmitico (acido n-hexadecanoico) fue el Unico presente
en las muestras (caldo y micelio) de ambas especies, en mayor proporcion en los micelios.
En hongos es uno de los principales acidos grasos que normalmente se encuentran en los
fosfolipidos de las membranas y los triacilgliceroles del almacenamiento junto con el acido
estearico (Smith et al. 2023). En los extractos de caldo (7,78%) y del micelio (21,25%) de
M. eximia este metabolito fue levemente mayor que en los extractos de caldo (5,80%) y
micelio (17,19%) de M. andinensis. Este compuesto inhibe el crecimiento y metastasis en el
cancer gastrico en humanos (Yu et al. 2023), y también ha demostrado tener potencial
antinflamatorio al inhibir la fosfolipasa A2, enzima responsable de la liberacion de acidos
grasos en los pasos iniciales del proceso inflamatorio (Aparna et al. 2012).

Uno de los acidos grasos detectados en mayor proporcion (> 35 %) en los extractos
de micelio de M. andinensis y M eximia, y en menos porcentaje (17,93 %) en el extracto del
caldo de esta ultima especie, fue el acido 9,12-octadecadienoico (Z,Z) o acido linoleico, Este
compuesto ha demostrado actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante y
anticancerigena en ensayos in vitro (Jayaraman et al. 2022). Este compuesto se ha
detectado en extractos etandlicos de carpéforos de Lentinus squarrosulus (11,88 %)
(Adeoye-lIsijola et al. 2018), y también se ha sefialado en extractos con acetato de etilo del
caldo de fermentacion de Trichodeerma pseudokoningii (23,48 %) (Khan y Javaid 2020).
Bruno et al. (2019) identificaron este compuesto como un agente antimicrobiano contra
patdgenos bacterianos y fangicos con resultados prometedores.

Un compuesto fendlico encontrado en alta proporcion (27,07 %), exclusivamente en
el caldo de M. andinensis, fue el 4-hydroxy-benzenoetanol o tirosol. Este compuesto se ha
detectado en diversos extractos de hongos endéfitos, como Phyllosticta sp. (Tan et al. 2015),
Phialocephala fortinii (Cui et al. 2016), entre otras especies. Este compuesto ha demostrado

una amplia gama de bioactividades, que incluyen promocion del crecimiento en plantas,
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efecto antibacteriano y antifingico, ademas de ser un potente antioxidante (Anisha y
Radhakrishnan 2017). Otro compuesto exclusivo del caldo de M. andinensis fue el éster del
2-metilpent-3-il ciclopentil del &cido succinico, este tuvo un tiempo de retencion de 5,931
min, el menor de todos los compuestos analizados, con una masa de 190 Da. Al realizar
una busqueda no se encontré referencia sobre la presencia de este compuesto en otros
hongos o plantas, tampoco se ha evaluado su bioactividad. Este seria su primer registro en
el caldo de fermentacion de M. andinensis.

El ergosterol fue encontrado en los extractos del micelio de M. eximia y M. andinensis
en proporciones similares (~10%). Este compuesto es un fitoesterol que cumple una funcion
estructural, siendo el componente principal de las membranas fungicas, desempefiando una
variedad de funciones biologicas que incluyen permeabilidad, fluidez, regulacién y control
del ciclo celular, por lo que es un compuesto esencial para la integridad de la membrana
celular (Nowak et al. 2022). Pero, ademas, el ergosterol posee un amplio espectro de
propiedades biologicas con efecto promotor de la salud humana, como actividad
antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena y regulacién del colesterol, entre otros
(Rousta et al. 2023). El otro papel importante del ergosterol en la salud humana esta
relacionado con la sintesis de vitamina D, ya que el ergosterol mediante la fotolisis generada
por la exposicion a la radiacion UV natural o artificial (280 — 320 nm) se puede convertir en
vitamina D (Jiang et al. 2020). Un nivel bajo de vitamina D en humanos se ha relacionado
con el avance de numerosas enfermedades metabdlicas, como diabetes, hipertension,
enfermedades autoinmunes e inflamatorias, cancer, trastornos inmunologicos Yy
enfermedades infecciosas (Wang et al. 2017). Debido a que la principal fuente dietética de
vitamina D son los productos de origen animal, los hongos se convierten en la principal
alternativa para la obtencion de este compuesto (Rousta et al. 2023). Esto sugiere que, al
exponer el micelio de las especies de Morchella a radiacién UV, se podria obtener un
contenido importante de vitamina D como suplemento alimenticio para las personas.

Otro compuesto aromatico de interés encontrado en los extractos del caldo de M.
eximia (3,1%) y en el caldo (10,3) y micelio (2.24) de M. andinensis fue el éster diisooctilo
del acido 1,2-bencenodicarboxilico. Este compuesto se ha encontrado en proporciones
similares (10,73 %) en el extracto con acetato de etilo del caldo de fermentacién del hongo
Nigrospora oryzae (Suradkar y Hande 2020) y de Trychoderma longibrachiatum, donde

demostré actividad antibacteriana y antifuingica moderada (Abdelmoteleb et al. 2023).
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También ha estado presente en la fraccion cloroformica de Sonchus oleraceous, una planta
herbacea cuyo extracto demostrd un potencial antifingico importante contra Macrophomina
phaseolina (Banaras et al. 2020). Los diversos estudios de actividad antifingica que
reportan la presencia de este compuesto en los extractos evaluados pueden indicar un
potencial antifUngico importante en las especies de Morchella.

El falcarinol fue detectado soOlo en el caldo de M. eximia en un 12,52%,
correspondiendo a una oxilipina o poliacetileno con capacidad antifingica e insecticida
(Mousavi y Karami 2022; Goodwin 2022). Este compuesto ha sido aislado desde los
extractos con acetato de etilo de carpéforos de Fistulina hepatica (Lee et al. 2020), y por
otro lado, es el compuesto mas bioactivo de los poliacetilenos de la zanahoria, demostrando
actividad anticancerigena y antitumoral (da Silva Dias 2014).

Los resultados preliminares de los analisis por CG-MS muestran la presencia de una
variedad de compuestos de interés ya sea para la medicina o la industria en general, en los
extractos de las especies de M. eximia y M. andinensis, siendo algunos de estos
compuestos compartidos por ambas especies, pero otros son particulares de cada una de
ellas. También se han detectado algunos compuestos pertenecientes a los componentes
del medio de cultivo, pero en muy baja proporcion. Se recomienda aislar los compuestos de
interés para analisis de caracterizacion en profundidad y para evaluar un posible uso como
agente terapéutico. Los resultados de CG-MS de M. importuna y M. tridentina aln estan
pendientes de analisis por lo que aun no es posible comparar con estas especies.

Las especies de Morchella presentan complicaciones con su disponibilidad en la
forma de cuerpos de fructificacion, ya que esta actualmente depende principalmente de la
recoleccion estacional en la mayoria de las especies, incluidas las presentes en Chile. Con
estos resultados se refuerza el beneficio de trabajar con los caldos de fermentacion y
micelios de las diferentes especies de Morchella provenientes del centro-sur de Chile, ya
gue todas han demostrado ser posibles de cultivar bajo condiciones de fermentacion liquida
y, ademas todas han demostrado algun tipo de bioactividad. Con esto se proporciona un
valor agregado a la fermentacion liquida de las especies de Morchella presentes en los
bosques chilenos, por lo que se podria llegar a generar un producto innovador a partir de
esta forma de cultivo, independizandose de la recoleccion silvestre con beneficios para la

proteccion del propio recurso.
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IX.

Conclusiones
En el tiempo de cultivo evaluado (10 dias) no se detectaron diferencias relacionadas
con la composicién de los medios (MB y MC) entre las diferentes especies de
Morchella, bajo la condicion estatica y de agitacion (120 rpm), aunque si se detecto
un ligero aumento en la produccién de proteinas solubles y en la actividad
antioxidante en MC bajo agitacion.
En los ensayos de cinética de crecimiento, se detectd un importante aumento en la
actividad antioxidante y el contenido de CQM hacia el final del cultivo (20 dias), en el
caldo de fermentacion de todas las especies de Morchella.
La actividad antioxidante mas alta del caldo de fermentacion fue detectada en M.
importuna (32,5 %) en MC, bajo agitacion, aunque sin diferencias significativas con
las otras especies en las mismas condiciones de cultivo.
Al analizar la actividad antioxidante en los extractos con acetato de etilo de los caldos
de fermentacion se detectaron valores elevados de ICso (>24 mg/mL) excepto M.
eximia quien presento el menor valor de ICso (17,86 mg/mL), con la consiguiente
mayor actividad antioxidante.
En los extractos de los micelios y caldos de fermentacion de M. eximia y M.
andinensis se encontraron compuestos con actividad biolégica de interés y comunes
de ambas especies, pero otros fueron especie-especificos y que variaron segun la
naturaleza del extracto (caldo de fermentacion o micelio).
La deteccion de compuestos bioactivos (CQM del tipo sideroforos, compuestos
fendlicos y otros metabolitos secundarios) en los caldos de fermentacion de las
especies de Morchella revelan el potencial biotecnoldgico para la obtenciéon de un
posible producto de valor nutracéutico a partir de los caldos de fermentacion o de los

micelios.
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Anexos

Anexo 1: Curva de calibraciéon con proteina de suero bovino (BSA) para el ensayo de

proteinas solubles por el método Bradford.

Absorbancia (595 nm)
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Anexo 2: Curva de calibracién con glucosa para el ensayo de azucares reductores por el

método DNS.

Curva de Glucosa (1 g/L)

y =3,0107x - U,UbLS
R2 = 0,9991
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Anexo 3: Regresion lineal de los extractos del caldo de fermentacion para el ensayo de

actividad antioxidante por el método DPPH.
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Continuacioén anexo 3:

Actividad antioxidante M. andinensis
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Anexo 4: Curva de calibracién con acido galico para el ensayo de actividad antioxidante
con el método DPPH.

Curva Acido Galico
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Anexo 5: Curva estandar de acido galico para el ensayo de polifenoles con el método Folin-

Ciocalteu

Curva de calibracion Folin-Ciocalteu
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