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Resumen

Las plantas medicinales son importantes para prevenir y tratar numerosas
enfermedades, éstas se pueden recolectar o sembrar. En este estudio se
comparé la actividad biolégica de Tagetes lucida (pericon), silvestre de Actopan y
cultivado de Huejutla, Hidalgo. Con las muestras adquiridas de ambas regiones se
elaboraron extractos y aceites esenciales (AEs), los cuales se utilizaron en
bioensayos de actividad antibacteriana (utilizando cinco cepas bacterianas, tres
gram negativas: Escherichia coli, Salmonella thyphimurium y Pseudomona
aeruginosa; dos gram positivas: Staphylococcus aureus y Streptococcus
pneumoniae) y de toxicidad en Artemia salina. Los extractos y aceites esenciales
del pericon silvestre mostraron una mayor actividad antibacteriana y mayor
toxicidad en Artemia salina, que el pericon cultivado en Huejutla. El andlisis de
cromatografia de gases acoplada a masas revel6 una diferencia en la
composicién quimica de los AEs de ambas muestras, en el pericon silvestre el
compuesto mayoritario observado fue 7-metoxicumarina, mientras que en el
pericon cultivado fue el estragol. Estos resultados se pueden deber a que las
especies silvestres requieren mecanismos mas eficaces para poder sobrevivir en
su habitat natural, mientras que las cultivadas, son manipuladas y protegidas por
el hombre, por lo que no requieren de los mismos mecanismos que las silvestres,
otros factores que influyen son las condiciones edaficas, climaticas e hidricas,

debido a que las regiones presentan diferentes caracteristicas.
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1. Introduccidon

Las plantas medicinales son aquellas especies vegetales a las que se les

atribuye un efecto curativo sobre las enfermedades (Estrada, 1995).

Una planta medicinal contiene en toda o alguna de sus partes constitutivas
principios activos utiles para prevenir y tratar numerosas afecciones de forma
efectiva y segura. Las plantas con uso medicinal se pueden clasificar de acuerdo
a los padecimientos y a los sistemas que tratan, como: enfermedades culturales
(espanto, mal de ojo, etc.), sistema circulatorio, reproductor, 6seo, muscular,
urinario, respiratorio, endocrino, nervioso, digestivo, piel, ojos, traumatismo,

cancer, fiebre (Villavicencio Nieto y Pérez Escandén, 2005).

El hombre todavia depende en gran medida de las plantas para tratar sus
dolencias (Farnsworth y Soejarto, 1991). De las 250,000 especies de plantas de la
flora mundial, se estima que al menos el 35% de ellas es utilizada para satisfacer
alguna necesidad humana, entre las cuales las plantas medicinales ocupan el
porcentaje mas alto (Estrada, 1995). Farnsworth y Soejarto (1991) mencionan que
mas de 9000 especies de plantas tienen aplicaciones medicinales conocidas en
diversas culturas y paises, y esto es sin haber realizado una investigacion amplia

entre varias comunidades indigenas y otras comunidades humanas.
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que hasta un 80% de
las personas en regiones poco desarrolladas (es decir, una gran parte de las
regiones tropicales) emplean la medicina tradicional, la cual se basa ampliamente
en las plantas medicinales (Farnsworth y Soejarto, 1991; Ricker y Daly, 1998), de
las cuales una gran parte implica el uso de extractos de las plantas o sus
principios activos (Farnsworth y Soejarto, 1991). Se tienen registradas mas de
37,000 especies de plantas medicinales, de las cuales se ha estudiado menos del

5%, para verificar cientificamente su efecto farmacoldgico (Estrada, 1995).

Rzedowski y Equihua (1987) mencionan que México es uno de los cinco
paises con mayor diversidad vegetal a nivel mundial, con alrededor de 30 mil
especies, después de Brasil, Colombia, Peru y Venezuela; ocupando el segundo
lugar con 3,352 especies con uso medicinal, después de China con 5 mil plantas
medicinales (Bye et al., 1992). Se ha calculado que al menos una quinta parte de

la flora medicinal de México cuenta con propiedades significativas (Hersh, 1999).

La principal fuente de la flora medicinal utilizada, reside en los recursos
vegetales autéctonos, lo cual explica el amplio y profundo conocimiento tradicional
gue se tiene sobre las propiedades curativas de las plantas (Soto y Sousa, 1995).
En esta practica domina la colecta sobre el cultivo como fuente de este recurso; la
mayor parte de las especies que se consumen con fines curativos son de origen

silvestre, muchas de las cuales se incorporan en medicamentos que no requieren
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prescripcion médica, situacion comun en diferentes regiones del mundo (Hersh y

Fierro, 2001).

En el estado de Hidalgo se han reportado de 2,674 (Villavicencio Nieto et
al., 1998) a 3,239 (Villasefior, 2003) especies de plantas, 10 que representa el
13.5% de las especies de la flora nacional considerandose uno de los estados con
mayor riqueza floristica, de éstas, 611 especies de plantas son utiles en el estado,
distribuidas en 393 géneros y 127 familias, de las cuales la familia con mayor
namero de especies es Asteraceae (79 especies), seguido por Leguminosae (34),

Lamiaceae (30), Solanaceae (18), entre otros (Pérez Escandon et al., 2003).

Los géneros pertenecientes a la familia Asteraceae mejor representados en
el estado de Hidalgo son Senecio (13 especies), Eupatorium (7) y Tagetes (6).
Entre las especies mejor conocidas dentro del género Tagetes destacan el
cempasuchil (T. erecta) y el pericon (T. lucida) (Pérez Escandon et al.,, 2003),
siendo esta Ultima el objeto de estudio de este trabajo, debido a su gran variedad
de usos, entre los que destacan el medicinal y alimenticio, ademas de ser también
una fuente de ingresos, para aquellas familias que lo recolectan o cosechan y que

posteriormente venden en el mercado.
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2. Antecedentes

Por mucho tiempo las plantas han sido una fuente importante de productos
naturales para mantener la salud humana (Gottlieb y Borin, 2002), usando los
productos naturales como los aceites esenciales y extractos, para combatir
enfermedades (Hersom y Hulland, 1974; Araujo y Leon, 2001), pero desde el
surgimiento de los medicamentos al6patas, su uso se ha ido perdiendo y en
algunos casos es virtualmente inexistente (Cowan, 1999), no obstante, tienen la
ventaja de que no representan un peligro para la vida y salud del hombre (Hersom

y Hulland, 1974) cuando se conoce su correcto uso.

Los aceites esenciales (AEs) son productos vegetales constituidos por
mezclas complejas de hidrocarburos, compuestos oxigenados y residuos no
volatiles (Dabbah, 1970), se encuentran contenidos en glandulas inmersas en los
tejidos de las hojas, flores, corteza (pericarpio) y semillas de los frutos de muchas
especies (Solomons, 1988). Las plantas producen con diferentes propositos,
principalmente como defensa contra depredadores y plagas, como
microorganismos, insectos y herbivoros (Cowan, 1999), enfermedades, invasion
de otras plantas, o para atraer polinizadores y dispersores (Muller, 1981; Morales,

1996; Smith et al., 1998).
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2.1 Descripcién Taxondmica.
2.1.1 Descripcion del género Tagetes.

Tagetes es un género de plantas herbaceas anuales o perennes,
aromaticas al estrujarse, hojas opuestas, o bien, las superiores alternas,
generalmente pinnatipartidas o pinnadas, algunas veces simples, con numerosas
glandulas oleiferas translicidas; cabezuelas solitarias, involucro cilindrico,
fusiforme o0 angostamente campanulado; flores hermafroditas truncadas vy

peniciladas en el apice (Rzedowski y Rzedowski, 2001).

2.1.2 Descripcion de Tagetes lucida Cav.

Nombre comun: yahutli (Schultes y Hofmann, 1982), pericon (Villavicencio Nieto y

Pérez Escanddn, 1995).

Planta herbacea perenne, erecta, hasta de 80 cm de alto, con olor a anis al
estrujarse, tallos generalmente varios o muchos partiendo de la base, mas o
menos ramificados; hojas lineares a oblongas elipticas u oblanceoladas, de 2 a 10
cm de largo, agudas o redondeadas en el apice, margenes aserrados; cabezuelas

con 3 0 4 flores liguladas, amarillas (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Figural.
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Figura 1. T. lucida (pericon) con flor, muestra de Actopan.

En el estado de Hidalgo, T. lucida habita en pastizal y bosques de Quercus,
Pinus y Juniperus. Se localiza en Pachuca, Mineral del Chico, Epazoyucan,
Omitlan, Huasca, Atotonilco el Grande y Metztitlan (Villavicencio Nieto y Pérez
Escanddn, 1995) asi como en el municipio de Actopan (Martinez, 2007). Se
encuentra cultivada en Atlapexco, Huautla, Huejutla, Huazalingo, Jaltocan,
Orizatlan, Xochiatipan, Yahualica, Huehuetla, San Bartolo Tutotepec y Tenango

de Doria (Villavicencio Nieto y Pérez Escandon, 1995).

2.1.3 Usos.

Como reportan Villavicencio Nieto y Pérez Escandon (1995), para el estado
de Hidalgo el pericon se prepara en té y se toma cuando hay dolor de estbmago.
Como agua de tiempo se hierve y se consume durante el dia; se utiliza como
condimento en el agua en que se hierven los elotes, dandoles mejor sabor. El

humo de esta planta ahuyenta a los insectos (Villavicencio Nieto et al., 2002).
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2.2 Etnobotanica de Tagetes lucida.

La familia Asteraceae es una de las familias con mayor diversidad y
distribucion en todo el mundo, en el estado de Hidalgo es la familia mejor
representada por su numero de especies (79), en la flora util, seguida por
Leguminosae (34), Lamiaceae (30), Solanaceae (18), Cactaceae (13), Rosaceae

(12), entre otros (Pérez Escandodn et al., 2003).

El género Tagetes incluye cerca de 55 especies, distribuidas desde el
suroeste de Estados Unidos hasta Argentina, en el Valle de México se localizan
ocho especies (Rosales, 1994; Rzedowski y Rzedowski, 2001). Existen registros
del cultivo y uso extenso de varias especies del género Tagetes por las tribus
indigenas de México y Sudamérica que se extiendan mas alla del tiempo de los

conquistadores (Monroy, 1995).

La especie Tagetes lucida se encuentra ampliamente distribuida, siendo
originaria de México, Guatemala y Honduras (Ciccio, 2004; Cabrera, 2005), y se
cultiva en regiones de Estados Unidos, Francia e Inglaterra (Alcantara, 1987). En
México se localiza en: Sonora, Sinaloa, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leodn,
Tamaulipas, Durango, Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosi, Guanajuato,
Querétaro, Hidalgo, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, México, Morelia, D.F.,
Puebla, Tlaxcala, Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Tabasco y Chiapas (Villarreal,

2003)
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Céaceres (1996) documenté otros usos medicinales de T. lucida en
Guatemala los cuales son: la infusion de flores y hojas se usa por via oral para
aliviar el parto, tratar anemia, inflamacion de los ojos, afecciones nerviosas,
gastrointestinales y respiratorias, dolor menstrual, mordeduras de escorpion,
hepatitis, paludismo, reumatismo, retencion urinaria, tumores y Ulceras. Se le
atribuye propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antisépticas, carminativas,

digestivas, diuréticas, emenagogos, espasmoliticos y galactogogos.

En México el pericén es una de las especies de plantas que presentan mas
de un uso: medicinal, religioso y alimenticio. Schultes y Hofmann (1982) en su
obra “Las Plantas de los Dioses” describen brevemente a la especie y las
implicaciones religiosas de los Huicholes, quienes hacen una mezcla de tabaco
(Nicotiana rustica) y vyahutli / pericon (Tagetes lucida) para provocar

alucinaciones.

En el estado de Hidalgo se encuentra enlistada y descrita por Villavicencio
Nieto y Pérez Escandén (1995) como parte de “La Flora Util del Estado de

Hidalgo”.
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2.3 Fitoquimica de T. lucida.

Los extractos metandlicos de T. lucida han presentado actividad bioldgica
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas ademas de Vibrio cholerae,
principal bacteria contaminante del agua. Asimismo, se ha presentado actividad
antifingica contra Trichophytum mentagrophytes y Rhizotonia solani (Céspedes et

al., 2006).

Ademas, los extractos de acetato de etilo, mostraron actividad
antimicrobiana contra Shigella boydii, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y Sarcina lutea, siendo el

compuesto bioactivo la 5,7,4'-trimetoxiflavona (Hernandez et al., 2006).

Los extractos de Tagetes lucida en ensayos in vitro mostraron actividad
antibacterial contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri y contra bacterias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes),

causantes de afecciones respiratorias (Caceres et al., 1990; Giron et al., 1991).

Como se observa en la Tabla 1, se han reportado diferentes compuestos

de T. lucida.
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Tabla 1. Principales compuestos reportados presentes en T. lucida.

Producto Compuestos Autor
Perich et al, (1995);
flavonoides y terpenos Tereschuk et al.
(1997)
Cumarinas, lactonas y terpenos. Dias (1997)
Bicchi et al. (1997),
AEs Estragol (33.9-91.7%) Cicci6 (2004) y
Marotti et al. (2004)
AEs Metileugenol (24.3%) y anetol (23.8%) Ciccio, 2004).
AES Metileugenol (3.6%) y trans-beta- Marotti et al. (2004)

cariofleno (2.1%)
Mirceno (1.8%), (E)-beta-ocimeno (0.2%) o
AEs _ Bicchi et al. (1997)
y linalol (0.2%).
Flavonoides, glucosidos y acidos
Extractos fendlicos, como pauletin, isorhamnetin,
N ) - i Abdala (1999)
metandlicos  quercetagenini 3-O-arabisonil galactésido
e isorhamnetin 7-O-glucésido
Quercetagenini (3,4-dimetil éter 7-O-B-D-
Extractos glucopiranosido), el acido 3-(2-O-B-D- _
. . o . Aquino et al. (2002).
metandlicos  glucopiranésido-4-metoxifenil) propanoico
y su metiléster y 7-metoxicumarina
7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina, 7,8-
dihidroxicumarina y esculetina, i.e. 6,7- ]
Extractos . _ ) _ Céspedes et al.
. dihidroxicumarina, escoparona, i.e. 6,7-
metanalicos _ _ ) ) ) (2006).
dimetoxicumarina y la 6,7-dimetoxi-4-

cumarina
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2.4 Antecedentes de Artemia salina.

A partir de la propuesta de Meyer et al. (1982) Artemia salina ha sido
utilizada en muchas investigaciones para explorar extractos de plantas con
propiedades medicinales de diferentes regiones para detectar compuestos

secundarios con actividad biolégica relevante.

Estudios sobre la toxicidad de extractos de plantas en A. salina mostraron
correlacion positiva con la actividad insecticida en larvas de Caenorhabditis
elegans (Alkofahi et al., 1989), toxicidad en ratones (Parra et al., 2001), efecto
hipoglicémico (Kanegusuku et al., 2002) y actividad antibacteriana (De Rosa et al.,

1994).

Actualmente los ensayos en A. salina se consideran una herramienta util
para la evaluacion preliminar de la toxicidad de extractos de plantas, la deteccion
de actividad biolégica en bacterias (Awal et al., 2004) e insectos (Alkofahi et al.,

1989), entre otros organismos.
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3. Justificacion

Tagetes lucida es una planta con gran variedad de usos, utilizada
ampliamente en varias regiones del estado de Hidalgo, principalmente en el Valle
del Mezquital, la zona de Tulancingo, Atotonilco el Grande y Pachuca, en toda
esta area el aprovechamiento de la planta se hace a partir de la recolecta en
poblaciones silvestres, en algunos sitios como en Actopan, informantes que han
participado en los estudios realizados en el laboratorio de etnobotanica de la
UAEH, han indicado que varias poblaciones de la planta se encuentran muy
deterioradas por la recolecta excesiva. En regiones como Huejutla T. lucida es
conocida y también se aprovecha ampliamente por lo que se cultiva, ya que no se

encuentra de forma silvestre.

Se han realizado una gran variedad de trabajos sobre plantas medicinales,
como T. lucida, con el fin de corroborar su uso correcto, utilizando extractos y AEs
de éstas en bioensayos y comparando plantas con el mismo uso, o de la misma

especie en diferentes cultivos o entre poblaciones silvestres.

Una posibilidad de estudio de este problema, es el uso de T. lucida en
regiones diferentes, puede ser el de comparar el pericon silvestre y cultivado, con
el fin de conocer si la actividad biolégica de una especie de planta medicinal varia

entre la especie silvestre y la cultivada, siendo este estudio algo nuevo.
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4. Objetivos

Objetivo general.

Evaluar la actividad biol6gica de extractos y aceites esenciales obtenidas

de Tagetes lucida Cav. (Asteraceae), silvestre y cultivada, asi como determinar la

composicién quimica de los aceites esenciales.

Objetivos particulares.

* Evaluar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales (AES) y

extractos de Tagetes lucida silvestre de Actopan y cultivada de Huejutla.

* Evaluar la toxicidad en Artemia salina de los aceites esenciales de las dos

muestras de T. lucida.

* Determinar la composicién quimica de los AEs de las dos muestras de T.

lucida.
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5. Metodologia

5.1 Descripcién del Area de adquisicién de T. lucida.

5.1.1 Actopan.

Cuenta con una superficie de 280.10 kms? (1.33% de la superficie del
estado), gran parte del municipio pertenece a la Sierra Madre Oriental, una
porcion considerable al sur de la cabecera municipal, no coincide con los rasgos
orograficos caracteristicos de tal cordillera. En sus inmediaciones se encuentran
los pefiascos de Los Organos o Los Frailes. El municipio pertenece a la cuenca
del rio Panuco y el rio Moctezuma. Se localiza a 37 km al noroeste de Pachuca,
limita al norte con el municipio de Santiago de Anaya; al noroeste con Metztitlan;
al este con Atotonilco el Grande; al sureste con Mineral del Chico; al sur con El
Arenal y San Agustin Tlaxiaca y sobre el poniente con San Salvador (Instituto

Nacional para el Federalismo y el Desarrollo Municipal, 2005) (Figura 2).

Presenta una gran diversidad de climas desde el semi-seco templado hasta el
templado subhumedo. La parte sur (43.67%) perteneciente al Valle del Mezquital
y localizada al pie de la Sierra de los Frailes presenta un clima semi-seco
templado; la parte media (13.50%), en donde se localizan las comunidades de

Las Mecas, La Estancia y Canguihuindo, el clima es templado subhimedo con
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lluvias en verano de menor humedad; el clima en la zona norte (37.53%) es
templado subhumedo con lluvias en verano y de humedad media; y en la
comunidad de San Andrés Tianguistengo (5.30%) el clima es templado
subhimedo con lluvias en verano y de mayor humedad (Instituto Nacional para el

Federalismo y el Desarrollo Municipal, 2005) .

5.1.2 Huejutla.

Cuenta con una superficie de 377.8 kms? (1.80 % de la superficie del
estado) y con una parte en la Sierra Madre Oriental, ademas contiene un valle y
varias mesetas. Al municipio lo cruzan los rios el Chiguifioso, el cual se une a los
de Tecoluco, Candelaria y Santa Cruz, mismos que abastecen de agua al
municipio. Colinda al norte con el estado de Veracruz; al sur con los municipios de
Atlapexco y Huazalingo; al este con Jaltocan, Tlanchinol y Orizatlan; y al oeste
con Huautla. Las principales comunidades del municipio son: Ixcatlan, Cuachuilco,
Santa Catarina, Santa Cruz, Tehuetlan, Mecuxpetla y los Otates. EI municipio
registra un clima calido-hiumedo debido a la altitud en que se encuentra que es de
172 metros sobre el nivel del mar, y una temperatura media anual de 31.1°C. la
precipitacion pluvial es de 1,500 milimetros por afio (Instituto Nacional para el

Federalismo y el Desarrollo Municipal, 2005) (Figura 2).
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5.2 Adquisicién de T. lucida.

Las muestras de pericon silvestre se adquirieron en el mercado de
Actopan, Hidalgo, siendo colectadas en San Andrés, del mismo municipio,
mientras que el pericon cultivado se obtuvo en el tianguis del municipio de
Huejutla; ambos durante los meses de junio, julio y agosto, siendo colectadas por

los vendedores en la mafiana.

Parte de los ejemplares fueron depositados en el herbario del Centro de

Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo.

5.3 Preparacion de extractos.

Las muestras adquiridas se secaron a temperatura de laboratorio (18-24 °
C). Posteriormente la parte aérea (tallo, hojas y flores) de T. lucida se trituré con

tijeras de podar y se peso la muestra.

Las muestras trituradas (18-21 gr) se colocaron en un cartucho o dedal de
papel filtro, el cual se cubridé con una tapa y se introdujo en el Soxhlet, agregando
disolvente para humedecer la muestra. En un matraz de bola se colocaron 500 ml

del disolvente, que se calentdé hasta ebullicion en una mantilla eléctrica, para
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realizar la extraccion, el proceso durd siete horas (Figura 3). Las muestras
vegetales se extrajeron sucesivamente en hexano, cloroformo, acetato de etilo y

etanol. El volumen de cada extracto se redujo a presion reducido en un rotavapor

(Figura 4).

Figura 4. Evaporacién del extracto mediante un Rotavapor.
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Para determinar la concentracion de los extractos, se evaporé a sequedad
una alicuota de 0.2 ml del extracto en cuestidon, después se peso el residuo y se

calculo la concentracion por mililitro.

5.4 Obtencion de los aceites esenciales.

Para la obtencion de aceites esenciales, al igual que los extractos, las
muestras adquiridas se secaron, trituraron, pesaron y se extrajeron los AEs por

medio de la técnica de destilacion por arrastre de vapor (Dominguez, 1979).

Las muestras trituradas (500 gr) se colocaron en un matraz bola, en otro
matraz se colocaron 800 ml de agua destilada, posteriormente en una mantilla de
calentamiento se llevé a punto de ebullicion, el vapor de agua resultante arrastro
los aceites esenciales, se condensaron al pasar a través de un refrigerante del
cual se obtuvieron 750 ml de la mezcla que se colecté en un matraz Erlenmeyer
de 1000 ml (Figura 5), dicha mezcla se pasé a un embudo de separacion para ser
extraido, se le colocaron 20 ml de éter etilico, este proceso fue repetido cinco
veces. Posteriormente se le agregaron 10 gr de sulfato de sodio anhidro (Na2SOa)
para secar la fase organica; se filtr6 en un vaso de precipitado con papel

Whatman No. 42, luego se evaporo el éter hasta obtener los AEs.
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Figura 5. Extraccion por arrastre de vapor. AD: agua destilada, MB: muestra
bioldgica (T. lucida), R: refigerante, ME: matraz Erlenmayer en el cual se colecta
la mezcla de agua con AEs.

5.5 Bioensayos.

Para los ensayos se utilizaron cepas de cinco bacterias, tres Gram
Negativas: Escherichia coli ATTC 53868, Salmonella thyphimurium vy
Pseudomona aeruginosa; y dos Gram Positivas: Staphylococcus aureus ATCC

6385 y Streptococcus pneumoniae. Las cepas bacterianas se preservan en tubos

de cultivo con agar Muller-Hinton inclinado a temperatura de 4 °C.

Salmonella thyphimurium fue aislada en el Laboratorio de Genética
Microbiana del Departamento de Microbiologia de la Escuela Nacional de
Ciencias Biolégicas del IPN; Haemophylus influenzae y Staphylococus
pneumonidae fueron aisladas en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Medicina de la UNAM.
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5.5.1 Ensayo de actividad antibacteriana por difusion en agar (antibiograma).

Del cultivo de bacterias se inocularon de 3 a 4 colonias de las bacterias en
5 ml de caldo de soya tripticasa (TSB) y se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
Se determind la turbidez (crecimiento bacteriano) de los cultivos midiendo la
absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro UV- visible 6405, la turbidez fue
ajustada con el caldo de soya tripticasa estéril, al patron 0.5 de la escala de
McFarland la cual equivale a una concentraciéon de 1.5 X108 ufc/ml (unidades
formadoras de colonias por millitro) a la cual se encuentra en la fase de
crecimiento exponencial recomendada para realizar estas pruebas (Diaz et al.,

2003).

Un hisopo de algoddn esterilizado se sumergio en el indculo y se eliming el
exceso presionandolo sobre la pared interna del matraz que lo contenia y por
encima del nivel del caldo de cultivo. Se realizé la siembra en 3 cajas Petri para
cada cepa bacteriana, con Agar Mueller-Hinton, pasando uniformemente el hisopo
por toda la superficie en tres direcciones. Por ultimo, se paso el hisopo por el
reborde de la placa de agar y se dej6 secar 5 minutos para que el inoculo se

absorbiera sobre la superficie del agar.
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Con los extractos y los AEs se prepararon seis concentraciones: 200, 400,
800, 1600, 3200, y 6400 pg/ml; un control positivo (antibiético-Tetraciclina) y un
control negativo (disolvente) como testigos, para determinar si el disolvente
residual tendria algun efecto antibacteriano. Los discos fueron colocados con las
diferentes concentraciones de extracto sobre la superficie de agar utilizando unas
pinzas estériles y apretandolos suavemente sobre la superficie del agar. Los
discos no deben estar a menos de 15 mm de los bordes de la placa y lo bastante
separados entre ellos para que no se superpongan las zonas de inhibicion
(aproximadamente 20 mm). Se dejaron reposar dentro de la campana de flujo
laminar para eliminar el disolvente y permitir que el extracto se difunda a través
del agar. Se incubaron a 37 °C durante 24 hrs, después del periodo de incubacion
se observd la presencia o ausencia de zonas de inhibicion causados por el
extracto, antibiético y disolvente sobre cada una de las cepas probadas; éstos se
midieron con una regla y los resultados se expresaron en mm del didmetro de la

zona de inhibicion (Bauer et al., 1966).

La lectura se debe realizar entre 18 y 24 horas. Esté método es adecuado
Unicamente para bacterias patdogenas de crecimiento rapido. Una incubacion mas
prolongada puede dar lugar a interpretaciones erréneas del halo de inhibicién

(Alonso-Urmeneta et al., 2003) (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama de Difusion en agar.
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5.5.2 Ensayos de actividad antibacteriana por dilucién en caldo.

Para preparar los cultivos, en condiciones asépticas se tomé una azada de
los cultivos de bacterias, se sembraron por estria cruzada en una caja Petri con
agar Muller-Hinton, después se incubd a 37 °C durante 24 h, posteriormente se
tomaron 5 colonias con una asa microbiologica, éstas se sembraron en 5 ml de
caldo de soya tripticasa e incubaron en condiciones similares, luego se tomaron
0.35 ml del tubo y se sembraron en 35 ml de caldo de soya tripticasa que se
incubaron en las mismas condiciones, después se determiné su turbidez midiendo
la absorbancia a 540 nm en un espectrofotdmetro UV- visible 6405, la turbidez fue
ajustada con el caldo de soya tripticasa estéril, al patron 0.5 de la escala de
McFarland la cual equivale a una concentracién de 1.5 X108 ufc/ml (unidades
formadoras de colonias por mililitro) a la cual se encuentra en la fase de
crecimiento exponencial recomendada para realizar estas pruebas (Diaz et al.,

2003).

Con los AEs previamente preparados, se hicieron diluciones con caldo de
soya tripticasa, utilizando Dimetilsulfoxido (DMSO) al 0.5%, para obtener una
mezcla homogénea, obteniendo las siguientes concentraciones: 12.5, 25, 50, 100,
200, 400, 800, 1600 y 3200 pg/ml, de cada mezcla realizada se tomaron 0.2 ml
los cuales se agregaron a 0.8 ml del inoculo en un tubo de ensaye, cada tubo fue

una réplica, se prepararon 3 réplicas por concentracion. Por cada bacteria
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también se prepararon testigos por triplicado, un negativo con caldo de soya
tripticasa, inoculo y tetraciclina; y un testigo positivo, caldo de soya tripticasa e

inoculo (Figura 7)

Los tubos se incubaron a 37 °C durante 24 h, al término de este tiempo se

analizaron.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se tom6é como aquella
concentracion en la que no se observo turbidez. Posteriormente para determinar
la Concentracion Minima Bactericida (CMB) se tomaron 0.1 ml de los tubos sin
turbidez y se resembraron en cajas Petri con agar Muller-Hinton, con 3 réplicas,
estas cajas se incubaron a 37 °C durante 24 h, al término de los cuales las cajas
se observaron y contaron las colonias, en las cajas con menos de 5 colonias, se
considerd que hubo efecto y a la concentracion correspondiente se le tomé como

la CMB.
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Figura 7. Diagrama del método de Dilucion en caldo.
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5.5.3 Ensayo de toxicidad en Artemia salina.

Las pruebas de toxicidad fueron llevadas a cabo usando nauplios (larvas)

de A. salina siguiendo el método de Meyer et al. (1982) y McLaughlin et al. (1998).

Los quistes se adquirieron en una tienda para mascotas, para que éstos
eclosionaran fueron colocados en un vaso de precipitado con solucion salina
(NaCl) al 5% con un pH de 7.5 y temperatura entre 28 y 30 °C, con oxigenacion e
iluminacién constante (Figura 8), esto ultimo, se logr6é colocando un calentador y
una bomba para acuario dentro del vaso y un foco encendido de 75 watts cerca

del mismo (Castro y Gallardo, 1985).

Figura 8. Cultivo de Artemia salina.

Después de 48 horas de incubacion, los quistes eclosionaron y los nauplios

recién emergidos se utilizaron para la prueba. En un tubo de ensaye de 5 ml se
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colocaron 3 ml de las soluciones con AEs preparados previamente con la solucion
salina, posteriormente con una pipeta Pasteur se agregaron 10 nauplios de A.
salina por tubo, realizando cuatro réplicas mas por concentracion, las cuales
fueron: 0.01, 0.1, 10, 100 y 1000 pg/ml. Adicionalmente se preparé de la misma
manera el testigo negativo, pero éste sin AEs. Los tubos destapados se colocaron
en una gradilla la cual se ubic6é cerca de un foco encendido durante 24 hr, al
término de este tiempo a simple vista se contd el nUmero de larvas sobrevivientes
en cada tubo, se calculé el porcentaje de mortalidad con la siguiente formula:
100B/A

A = Numero promedio de larvas vivas en el testigo

B = Numero promedio de larvas vivas en la prueba

5.6 Composicién quimica.

Los aceites esenciales de T. lucida silvestre y cultivado se analizaron en un
Cromatografo de gases acoplado a un Espectrometro de masas (CG-EM) de las
siguientes caracteristicas: GC-EM de la marca Shimadzu, modelo GC2010/MS-
QP2010s, equipado con un muestreador automatico AOC-20i, bajo las siguientes
condiciones de trabajo: La muestra fue preparada en cloroformo con un peso
aproximado de 0.025 g de analito en un matraz volumétrico de 10 ml y diluida al
volumen. La temperatura del inyector de 335 °C, relacion 1:5 de separacion y

volumen de inyeccion de 1 uL. Columna capilar de 30 m de largo por 0.32 mm de
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diametro interno, RTX-5 ms (Restek), con 0.25 um de espesor, integrado con 5 m
de columna de seguridad, y un caudal de 1.23 ml/min y 66 kPa de prensa de
helio. La temperatura inicial fue de 46 °C, durante 2 min, posteriormente se
calentd a una tasa de 20 °C/min hasta alcanzar una temperatura de 340 °C,
durante 13 min. La interfase y fuente de iones se fijo en 340 °C y 220 °C,

respectivamente.

Los cromatogramas se obtuvieron mediante impacto electrénico (EI) con un

escaneo de 0,89 kV con un rango de masa de 40-600 (m/z). Los datos fueron

adquiridos y procesados utilizando el software Shimadzu solucién GC-MS.
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6. Resultados

Las muestras de ambas regiones presentaron diferencias en ciertas
caracteristicas fisicas, siendo el aroma a anis mas penetrante al estrujarse la
planta silvestre, con el sabor de las hojas a menta méas fuerte al del pericon
cultivado. Los AEs de la poblacion silvestre presentaron un aroma fuerte y
penetrante con un color amarillo casi opaco, al contrario de la muestra cultivada,
en la cual el aroma resultdé mas dulce pero tenue y su color fue amarillo
translucido. El color de los extractos va de un tono verde a amarillo, siendo mas

obscuro en la muestra silvestre y translucido en la cultivada.

6.1 Ensayo de actividad antibacteriana por difusion en agar

(antibiograma).

Para esta prueba se utilizaron cuatro extractos obtenidos con los siguientes
disolventes: hexano, cloroformo, acetato de etilo y etanol, en este orden, para
cada muestra de pericon, silvestre y cultivada, y los AEs, de cada una de las
muestras obtenidas. Se obtuvo el promedio de tres replicas, las cuales se

expresaron en mm.
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6.1.1 Actividad antibacteriana de extractos de T. lucida silvestre.

De los cuatro extractos empleados del pericon proveniente de Actopan
(silvestre), en solo tres (cloroformo, acetato de etilo y etanol), se obtuvo inhibicion

del crecimiento bacteriano (Tabla 2).

Tabla 2. Diametro promedio en mm de la zona de inhibicién del crecimiento
bacteriano de extractos de T. lucida silvestre.

Extracto Bacterias
Concentracion
/mi E. coli S . P. aeruginosa S. auereus S, .
(g/mi) ' thyphimurium " ' pneumoniae
Cloroformo
200 17 30 7 16 -
400 19 30 8 17 -
800 22 30 9 21 -
1600 24 30 12 24 -
3200 25 30 12 26 -
6400 25 30 12 26 -
Acetato de
etilo
200 17 30 - 15 -
400 18 30 - 19 -
800 20 30 - 21 -
1600 24 30 - 24 -
3200 27 30 - 29 -
6400 24 30 - 29 -
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Extracto Bacterias
Concentracion S S
(ng/ml) E. coli thyphimurium P. aeruginosa S. aureus pneumoniae
Etanol
200 17 27 - 23 -
400 18 29 - 26 -
800 20 30 - 27 -
1600 21 30 - 26 -
3200 25 30 - 28 -
6400 27 31 - 28 -
Antibiotico 25 30 20 24 23
- Sin inhibiciéon

En la prueba realizada con los extractos de hexano, no se observo la
inhibicion del crecimiento de las cinco cepas bacterianas expuestas a las

concentraciones utilizadas.

Los extractos obtenidos con cloroformo inhibieron a cuatro de las cinco
cepas bacterianas (Tabla 2), en E. coli y P. aeruginosa, se observé una zona de
inhibicion menor al antibiético, pero, con actividad en todas las concentraciones,
en S. aureus la zona de inhibicién producidas por las concentraciones mayores

(800, 1600, 3200 y 6400 pg/ml), resultaron de mayor tamafio al del antibi6tico. En
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el caso de S. thyphimurium el efecto inhibitorio derivado impidié tomar una medida

exacta de los halos (Anexo 1 Figura 27).

Al comparar graficamente los resultados de la actividad antibacteriana del
extracto de cloroformo, se observé que S. thyphimurium fue la cepa mas sensible
(Figura 10), al presentar una alta inhibicion en todas sus concentraciones,
mientras que E. coliy S. aureus tuvieron un comportamiento similar en el tamafio
de las zonas de inhibicién, observando como aumenta su tamafio conforme

aumenta la concentracion. S. pneumoniae no fue sensible (Figura 9).

35 Cloroformo

30
B
£ 25
| =
© 20
5 E.coli
2
£ 15 =S thyphimurium
U
E 10 P. aeruginosa
o
™~ S.aureus

5

= §. pneumoniae

200 400 800 1600 3200 6400

Concentracion (ug/ml)

Figura 9. Zona de inhibicion del crecimiento en las cinco cepas bacterianas del
extracto de cloroformo de T. lucida silvestre.
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T* (Tetraciclina)

200 pg/ml

6400 ug/ml

3200 pg/ml

800 pg/ml
1600 pg/ml

Figura 10. Actividad antibacteriana del extracto de cloroformo de T. lucida
silvestre en S. thyphimurium.

Los extractos de acetato de etilo inhibieron el crecimiento en tres de las
cinco cepas bacterianas (Tabla 2), de las cuales en dos E. coli y S. aureus, la
inhibicion se presentd en todas las concentraciones, presentando las méas altas
(3200 y 6400 pg/ml) zonas de inhibicibn mayores que el antibiético. En el caso S.
thyphimurium las zonas de inhibicion fueron tan grandes que se unieron, incluso a
la del antibiético, por lo que no se pudo tomar una medida exacta del tamafio de
cada una de estas zonas, advirtiéndose el crecimiento de la bacteria sélo en el

Testigo (Anexo 1 Figura 28).

Se observo el mismo patrén de inhibicion resultante en el extracto de
cloroformo siendo S. thyphimurium la cepa mas sensible (Figural2), E. coliy S.
aureus tienen un comportamiento similar en el tamafio de los halos de inhibicion

(Figura 11).
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- Acetatode etilo
B 30
£ 25
S
S 20 E.coli
=2
E 15 . thyphimurium
U
g 10 P. aeruginosa
Q5 S.aureus

0] S. pneumoniae

200 400 800 1600 3200 6400

Concentracion (ug/ml)

Figura 11. Zona de inhibicién del crecimiento en las cinco cepas bacterianas del
extracto de acetato de etilo de T. lucida silvestre.

T*(Tetraciclina
T (Acetato de Etilo) ( )

200 pg/ml
6400 pg/ml

400 pg/ml

3200 pg/ml

1600 pg/ml 800 pg/ml

Figura 12. Actividad antibacteriana del extracto de acetato de etilo de T. lucida
silvestre en S. thyphimurium.
El extracto etandlico presentd inhibicion en tres de las cinco bacterias
(Tabla 2), en todas las concentraciones. En E. coli, las concentraciones de 3200 y
6400 pg/ml, presentaron zonas de inhibicion mayores que las del antibidtico

(Anexo 1 Figura 29).
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En S. aureus y S thyphimurium, en dos de las tres réplicas no se pudo

medir el tamafio de los halos debido a su efecto inhibitorio.

Nuevamente S thyphimurium, fue la cepa mas sensible, E. coli y S. aureus
no mostraron el patron observado en los extractos anteriores, siendo mas

sensible S. aureus (Figura 13y 14).

35 Etanol
— —
£ >0 _/—'
£
= 25
©
5 20 E.coli
< 15 —S. thyphimurium
U
c 10 P. geruginosa
=
NI S.aureus
0 S.pneumoniae

200 400 800 1600 3200 6400

Concentracién (pug/ml)

Figura 13. Zona de inhibicién del crecimiento en las cinco cepas bacterianas del
extracto de etanol de T. lucida silvestre.

a) b)

T* (Tetraciclina)

T* (Tetraciclina)
T (Etanol)
200 pg/m ,

6400 pg/ml £

T (Etanol) _ 200 pg/ml

6400 pg/ml 400 pg/ml

400 pg/ml

3200 | y
3200 pg/ml Heg/m "800 pg/ml

800 pg/ml
1600 pg/ml 1600 pg/ml

Figura 14. Actividad antibacteriana del extracto de etanol de T. lucida silvestre en
a) S. thyphimurium, b) S. aureus.
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6.1.2 Actividad antibacteriana de aceites esenciales de T. lucida silvestre.

En los AEs se apreci6 la inhibicion del crecimiento en tres de las cinco

bacterias, con una zona de inhibicion mayor a la del antibi6tico (Tabla 3).

Tabla 3. Diametro en mm de la zona de inhibicién de los AEs de T. lucida

silvestre.
AEs Bacterias
Concentracién
(ug/ml) E.coli S.thyphimurium P. aeruginosa S. aureus S.
pneumoniae
200 - - - - -
400 - : : : .
800 - : : : .
1600 - - 10 12 -
3200 9 - 18 11 -
6400 12 - 23 15 -
Antibidtico 11 18 12 11 10
- Sin inhibiciéon

La inhibicién del crecimiento de P. aeruginosa y S. aureus fue la misma,
presentandose en las tres concentraciones mayores y en E. coli se observo sélo

en dos (Anexo 1 Figura 30).

A diferencia de los extractos, en donde S. thyphimurium fue la especie
mas sensible, en los AEs fue P. aeruginosa, seguida de S. aureus y E. coli (Figura

15y 16).
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5 =S thyphimurium
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Figura 15. Zona de inhibicién del crecimiento en las cinco cepas bacterianas de
los AEs de T. lucida silvestre.

T T*(Tetraciclina)

6400 pg/ml 200 pg/ml

400 pg/ml

3200 pg/ml ~

1600 pg/ml 800 pg/ml

Figura 16. Actividad antibacteriana de los AEs de T. lucida silvestre en P.
aeruginosa.
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6.1.3 Actividad antibacteriana de extractos de T. lucida cultivada.

De los extractos de T. lucida cultivado (Huejutla), dos de los tres extractos
no tuvieron inhibicién, solamente los extractos con acetato de etilo y etanol,

mostraron actividad antibacteriana. En la Tabla 4 se presentan los resultados.

Tabla 4. Diametro promedio en mm de la zona de inhibicion de extractos de T.
lucida cultivado.

Extracto Bacterias

Concentracion S.

(Hg/ml) E. coli S. thyphimurium P. aeruginosa S. aureus pneumoniae

Acetato de
etilo

200 - - - - -
400 - - - - -
800 - - - - -
1600 - - - 7 -

3200 - 8 7 9 7
6400 - 10 10 11 9

Etanol

200 - - - - -
400 - - - - -
800 - - - - -
1600 - - - - -

3200 - 9 - - -

6400 9 11 - - ]

Antibidtico 25 30 22 26 22

- Sin inhibicién
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En la prueba realizada con los extractos de hexano y cloroformo, no se
observo la inhibicion del crecimiento en las cinco cepas bacterianas expuestas a

las concentraciones utilizadas (Tabla 4).

El extracto con acetato de etilo mostro inhibicion en cuatro de las cinco
bacterias, en las concentraciones méas altas, siendo las zonas de inhibicion
menores que el antibidtico (Tabla 4). En P. aeruginosa, S. thyphimurium y S.
pneumoniae las concentraciones mayores, 3200 y 6400 pg/ml, fueron las Unicas
gue presentaron inhibiciéon. En S. aureus las concentraciones de 1600, 3200 y

6400 pg/ml, fueron las Unicas que mostraron inhibicion (Anexol Figura 31).

S. aureus resulté ser la cepa mas sensible, seguida de S. thiphymuriu, P.

aeruginosa y S. pneumoniae (Figura 17 y 18).

Acetatode etilo

[y
M

=
=]

co

E. coli

=S thyphimurium

P. aeruginosa

Zonade inhibicion (mm)
[=)]

S.auereus

0 — Spneumoniae
200 400 800 1600 3200 6400

Concentracién (ug/ml)

Figura 17. Zona de inhibicion del crecimiento en las cinco cepas bacterianas del
extracto de acetato de etilo de T. lucida cultivada.
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T (Acetatode Etilo) T* (Tetraciclina)

200 pg/ml
6400 pg/ml

400 pg/ml

3200 pg/ml

800 pg/ml

1600 pg/ml

Figura 18. Actividad antibacteriana del extracto de acetato de etilo de T. lucida
cultivada en S. aureus.
En el extracto etandlico se observo la inhibicion de S. thyphimurium, en las
concentraciones mayores (3200 y 6400 pg/ml). En E. coli sélo la concentracion

mayor (6400 pug/ml) presento inhibicién (Figura 19).

Etanol
12

10

E. coli

=S thyphimurium

P. aeruginosa

Zonade inhibicion (mm)
[=)]

S.auereus

Spneumoniae

200 400 800 1600 3200 6400

Concentracién (ug/ml)

Figura 19. Zona de inhibicién del crecimiento en las cinco cepas bacterianas del
extracto de etanol de T. lucida cultivada.
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6.1.4 Actividad antibacteriana de aceites esenciales de T. lucida cultivada

Los AEs de T. lucida cultivado, solo inhibieron en dos de las cinco
bacterias, S. aureus y S. pneumoniae en las concentraciones mayores, 3200 y
6400 pg/ml (Figura 20), con una zona de inhibicion mas grande que la del

antibidtico (Tabla 5, Anexol Figura 32).

Tabla 5. Diametro en mm de la zona de inhibicién de los AEs de T. lucida
cultivada.

AEs Bacterias

ncentracion , T i '
Concentracio E.coli S.thyphimurium P.aeruginosa S. aureus S :
(ng/ml) pneumoniae

200 - - - - -
400 - - - - -
800 - - - - -
1600 - - - - -
3200 - - - 13 10
6400 - - - 17 10

Antibiético 11 18 12 11 7

-: Sin inhibicién

a) b)

T*(Tetraciclina) T T*(Tetraciclina)

200 pg/ml 200 pg/ml

6400 pg/ml 6400 pg/ml

400 pg/ml 400 pg/ml

3200 pg/ml =
3200 pg/ml

800 | ' 800 pg/ml
1600 pg/ml ug/m 1600 pg/m

Figura 20. Actividad antibacteriana de los AEs de T. lucida cultivada en a) S.
aureus, b) S. pneumoniae.
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6.2 Analisis comparativo de la actividad antimicrobiana de T. lucida.

Como se observa en la Tabla 8 de los cuatro extractos empleados del
pericon proveniente de Actopan (silvestre), sélo en tres se observo inhibicién, en
cuanto al pericon cultivado (Huejutla), sélo dos extractos fueron activos.

Tabla 6. Comparacion de la actividad antibacteriana de los extractos de T. lucida
silvestre y cultivado.

Extractos T. lucida T. lucida
(silvestre) (cultivado)
Hexano - _
Cloroformo + )
Acetato de etilo + +
Etanol + +

+ Inhibicién - Sin Inhibicién

El extracto de acetato de etilo de la muestra silvestre inhibié en E. coli, S.
aureus y S. thyphimurium, en todas sus concentraciones, a diferencia de la
muestra cultivada donde no se observo inhibicion en E. coli, en S. aureus, y S.
thyphimurium solo las dos concentraciones mayores presentaron inhibicién, pero

S. pneumoniae también presento la misma conducta (Tabla 9).

Como se observa en las Figuras 23 y 24 en la prueba con S. aureus, las

zonas de inhibicién en los extractos de la muestra cultivada son mayores, incluso

gue el antibidtico, y en S. thyphimurium, la inhibicion fue tal que no se pudo
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contabilizar, pero en las muestras cultivadas las zonas de inhibicion fueron de un

tamafio menor que las del antibi6tico.

Tabla 7. Comparacién del diametro en mm de las zonas de inhibicion de extractos
de acetato de etilo de T. lucida silvestre y cultivada

Concentraciones (pg/ml)

200 400 800 1600 3200 6400
S C S C S C S C S C S C
Ec 17 - 18 - 20 - 24 - 27 - 24 -
St 30 - 30 - 30 - 30 - 30 8 30 10
Pa - - - - - - - - - 7 - 10
Sa 15 - 19 - 21 - 24 7 29 9 29 11
Sp - - - - - - - - - 7 - 9
S: Silvestre; C: Cultivado; Ec: E. coli; Pa: P. aeruginosa; Sa; S. aureus; Sp: S.
pneumonia; St: S. thyphimurium.
- = Sin inhibicion
T (Acetatode Etilo) | (1etraciclina) T- (Acetatode Etilo) | (Tetraciclina)

200 pg/ml 200 pg/ml

6400 pg/ml 6400 pg/ml

400 pg/ml 400 pg/ml

3200 pg/ml 3200 pg/ml

800 pg/ml 800 pg/ml

1600 pg/ml

1600 pg/ml

Figura 21. Actividad antibacteriana en S. aureus del extracto de acetato de etilo
de T. lucida. Derecha: silvestre, Izquierda: cultivada.
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T+ (Tetracicli : i + icli
T (Acetato de Etilo) (Tetraciclina) T (Acetatode Etilo) T* (Tetraciclina)

200 pg/ml 200 pg/ml

6400 pg/ml 6400 pg/ml

400 pg/ml 400 pg/ml

3200 pg/ml 3200 pg/ml

1600 pg/ml 800 gyl 1600 pg/ml 800 pg/ml

Figura 22. Actividad antibacteriana en S. thyphimurium del extracto de acetato de
etilo de T. lucida. Derecha: silvestre, 1zquierda: cultivada.

El extracto de etanol presentd inhibicién, en E. coli, S. aureus y S.

thyphimurium, en todas las concentraciones, en la muestra cultivada se observo la

inhibicion de E. coli principalmente en las concentraciones de 3200 y 6400 ug/ml

(Tabla 10).

Tabla 8. Comparacién del diametro en mm de las zonas de inhibicion de extractos
de etanol de T. silvestre y cultivada.

Concentraciones (ug/ml)

200 400 800 1600 3200 6400
S C S C S C S C S C S C
Ec 17 - 18 - 20 - 21 - 25 - 27 9
St 27 - 29 - 30 - 30 - 30 9 31 11
Pa - - - - - - - - - - - -
Sa 23 - 26 - 27 - 26 - 28 - 28 -
Sp - - - - - - - - - - - -

S: Silvestre; C: Cultivado; Ec: E. coli; Pa: P. aeruginosa; Sa; S. aureus; Sp: S.
pneumonia; St: S. thyphimurium.
- = Sin inhibicion
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En los AEs de la muestra silvestre se aprecid la inhibicion de tres de las
cinco cepas bacterianas (E. coli, P. aeruginosa y S. aureus), siendo P.
aeruginosa la cepa mas sensible. En los AEs de la muestra cultivada solo en dos
cepas (S. aureus y S. pneuminiae), ambas en las dos concentraciones mayores,

presentaron inhibicion (Tabla 11 y Figura 25).

Tabla 9. Comparacién del diametro en mm de las zonas de inhibicién de AEs de

T. lucida silvestre y cultivada.

Concentraciones (pg/ml)

200 400 800 1600 3200 6400
S C S C S C S Cc S Cc S C
Ec - - - - - - - - 9 - 12 -
St - - - - - - - - - - - -
Pa - - - - - - 10 - 18 - 23 -
Sa - - - - - - 12 - 11 13 15 17
Sp - - - - - - - - - 10 - 10

S: Silvestre; C: Cultivado; Ec: E. coli; Pa: P. aeruginosa; Sa; S. aureus; Sp: S.
pneumonia; St: S. thyphimurium.
- = Sin inhibicién

T T* (Tetraciclina) T* (Tetraciclina)

6400 pg/ml 200 pg/ml

200 pg/ml
6400 pg/ml

400 pg/ml 400 pg/ml

e 3200 pg/ml =
3200 pg/ml 7 "

800 pg/ml 800 ug/ml

1600 pg/ml 1600 pg/ml
Figura 23. Actividad antibacteriana en S. aureus de los AEs de T. lucida.
Derecha: silvestre, Izquierda: cultivada.
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6.3 Ensayo de actividad antibacteriana por dilucién en caldo de AEs

de T. lucida silvestre y cultivada.

Para la realizacion de esta prueba Unicamente se utilizaron los AEs de
ambas muestras de pericon, con nueve concentraciones, para determinar la CMI
y CMB. En los AEs de T. lucida silvestre, se obtuvieron los siguientes resultados,
en E. coli, P. aeruginosa y S. pneumoniae la CMI y CMB solo se presentd en la
concentracion mayor, de 3200 pug/ml, en S. aureus la CMI y CMB se obtuvieron en
1600 y 3200 pg/ml, mientras que para S. thyphimurium CMI y CMB fueron en
las concentraciones 800 y 1600 pg/ml, respectivamente (Figura 21).

Como se observa en la Tabla 6, los AEs de pericon silvestre tuvieron un
mayor efecto inhibitorio que el pericén cultivado, mostrando la inhibicién de las
cinco bacterias en la concentracion mayor. S. thyphimurium fue la cepa mas
sensible al efecto antibacteriano de T. lucida silvestre a diferencia de la muestra

cultivada (Figura 21y 22).

Tabla 10. Comparacion de las CMI y CMB de T. lucida silvestre y cultivado en
pg/ml

S. P. S.
T. lucida E. coli thyphimurium  aeruginosa S. aureus pneuminiae

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

Silvestre 3200 3200 800 1600 3200 3200 1600 3200 3200 3200

Cultivado 3200 3200 3200 3200 0 0 3200 3200 0 0
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CMI

Figura 24. CMI y CMB de los AEs de T. lucida silvestre en S. thyphimurium.

CMI

Figura 25. CMI y CMB de los AEs de T. lucida cultivado en S. thyphimurium.
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6.4 Ensayo de toxicidad en Artemia salina.

En esta prueba se utilizaron los AEs de T. lucida silvestre y cultivado en
organismos nauplios o larvas de Artemia salina, éstos produjeron mortalidad en
los organismos de prueba. En ambos aceites se produjo una mortalidad del 100%
en tres concentraciones (10, 100 y 1000 pg/ml), la mortalidad varié en la cuarta
concentracion (0.1 upg/ml), T. lucida silvestre provocd un porcentaje mayor de

mortalidad en comparacion con el cultivado. (Tabla 7).

Tabla 11. Porcentaje de mortalidad (promedio de cinco réplicas) en Artemia salina
de los aceites esenciales de T. lucida silvestre y cultivada

Concentraciones (ug/ml)

T. lucida

0.01 0.1 10 100 1000
Silvestre 0 28 100 100 100
Cultivado 0 6 100 100 100

6.5 Analisis Cromatografico.

Al inyectar los AEs totales de ambas muestras al cromatografo de gases
acoplado a un espectrometro de masa, se identificaron los componentes
mayoritarios mediante la comparacion de sus espectros de masas con los de la
biblioteca del equipo, se obtuvieron los cromatogramas y espectros que se

muestran en los Anexos | y Il
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Se encontré6 que los AEs de la muestra de T. lucida silvestre estan
constituidos por diez sustancias, una de ellas es butilhidroxitolueno, compuesto
fénolico que se sintetiza a partir del p-cresol (UNEP PUBLICATIONS, 2009), por
lo que se le considera un contaminante, dando como resultando tres compuestos
mayoritarios, con los tiempos de retencion de 7.901, 8.559 y 11.484 minutos. Al
comparar los espectros de masas de estas sustancias con los de la biblioteca
digital del Cromatografo de gases, se identificaron como Estragol, Anetol y 7-
Metoxicumarina, con un porcentaje de area de 11.92, 5.15 y 37.07

respectivamente. Los resultados se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12. Componentes de los AEs de T. lucida silvestre

Tiempo Retencion Area

a
(min) (%) Datos del espectro de masas Compuesto
148, 77, 117,51, 121, 91, 105,
7.901 11.92 79,63,133,41, 55,102,135 Estragol
193
8.559 515 148, 77, 105, 117, 51, 91, 133, Anetol

63, 50, 149, 240
205, 220, 57, 41, 91, 105, 177,
10.091 31.94 67,145,81, 77,115,121, 133, Butilhidroxitolueno
189, 161, 149, 187, 218, 232
176, 133, 148, 77, 51, 63, 105,
11.484 37.07 89, 69, 41, 120, 145, 98, 121, 7-Metoxicumarina
159, 187, 202

2lones de mayor fragmentacion, pico base (el primero en la lista) y otros iones en
orden decreciente de abundancia relativa
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Se encontré que los AEs de la muestra de T. lucida cultivada estan

constituidos por diez sustancias, al igual que la muestra silvestre el compuesto

butilhidroxitolueno es considerado un contaminante, resultando tres compuestos

mayoritarios, con los tiempos de retencion de 7.924, 8.563 y 11.473 minutos. Al

comparar los espectros de masas de estas sustancias con los de la biblioteca

digital del Cromatografo de gases, estas se identificaron como Estragol, Anetol y

7-Metoxicumarina con un porcentaje de é&rea de 60.55, 5.92 y 12.13

respectivamente (Tabla 13).

Tabla 13. Componentes de los AEs de T. lucida cultivada.

Tiempo Retencion Area

(min) (%) Datos del espectro de masas? Compuesto
148, 77, 117,91, 121, 105, 51,
7.924 60.55 133, 63, 41, 74, 93, 146, 184, Estragol
207
148, 77, 117, 105, 79, 51, 91,
8.563 5.29 133, 63, 121, 55, 41, 102, 135, Anetol
184
205, 220, 57,41, 91, 177, 105,
10.087 11.55 145,67,81, 77,115, 121, 133,  Butilhidroxitolueno
189, 161, 149, 218
176, 133, 148, 51, 77, 63, 105,
11.473 12.13 89, 149, 41, 120, 104, 160, 187, 7-Metoxicumarina

202, 229, 246

alones de mayor fragmentacion, pico base (el primero en la lista) y otros iones en
orden decreciente de abundancia relativa
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Como se observa en la figura 26 los componentes mayoritarios presentan
un tiempo de retencion similar, variando el porcentaje de é&rea, viéndose
claramente la diferencia entre el estragol y 7-metoxicumarina en ambas muestras.

a)

{,000,000)

30

25+
]  Estragol
20
] Butilhidroxitolueno
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7-Metoxicumarina
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Figura 26. Cromatogramas de los AEs de T. lucida. a) Cultivada, b) Silvestre
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7. Discusion

7.1 Rendimiento de los AEs.

El contenido de los AEs de las dos muestras de T. lucida, medido como
rendimiento porcentual mostr6 una variabilidad. El rendimiento de los aceites
esenciales fue de 0.32% en la muestra silvestre, siendo menor el porcentaje en la
muestra cultivada de 0.28 %, otros autores han reportado un rendimiento de los
aceites esenciales que varia de 0.07 a 0.7 % (Ciccio, 2004; Céspedes et al., 2006;

Vargas y Bottia, 2008).

7.2 Actividad biol6gica de T. lucida.

Se comprobé que los extractos y aceites esenciales de T. lucida
presentaron actividad antibacteriana, siendo mayor en la muestra procedente de
Actopan, es decir de la planta silvestre, al lograr la inhibicibn de un mayor nimero
de cepas bacterianas en las concentraciones menores. Esta actividad de T. lucida

habia sido reportada por Céspedes et al. (2006) y Hernandez et al. (2006).

Caceres (1990) y Gir6n (1991), también realizaron pruebas en E. coli, S.
aureus, y S. thyphimurium, entre otras bacterias y obtuvieron la misma actividad

antibacteriana.
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Los extractos con hexano realizados con ambas muestras y utilizados en
los bioensayos no presentaron actividad alguna frente a las cepas, sin embargo,
Arnaz (1991) en sus estudios con extractos hexanicos, reporté compuestos como
alfa tertienilo y betienilos, tiofenos que le confieren propiedades antihelminticas,

antifingicas y antibacterianas.

El extracto de cloroformo de la muestra silvestre mostré actividad
antibacteriana en S. aureus, y S. thyphimurium, ademas de en E. coli y P.
aeruginosa, lo cual ya habia sido reportado por Capunzo (2003) al investigar la
actividad de extractos de éter de petroleo, cloroformo y cloroformo-metanol de T.
lucida, el extracto con cloroformo presenté actividad en E. coli, P. aeruginosa y

Enterobacter alcalifaciens.

Las pruebas con extractos de acetato de etilo mostraron actividad
antimicrobiana en S. aureus, E. coli y S. thyphimurium en extractos silvestres, y
con el extracto cultivado en S. thyphimurium, P. aeruginosa S. aureus y S.
pneumoniae, en un estudio realizado con extractos de acetato de etilo se obtuvo
la misma actividad contra S. aureus y P. aeruginosa, entre otras, siendo el

compuesto bioactivo 5,7,4'-trimetoxiflavona (Hernandez et al., 2006),

Los extractos etanodlicos de T. lucida silvestre mostraron una zona de

inhibicion mayor a 17 mm en E. coli, S. aureus, y S. thyphimurium, estudios
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anteriores con extractos etandélicos mostraron una inhibicion mayor a 9 mm en E.

coli y Salmonella typhi (Céaceres et al., 1991),

Los AEs de la muestra silvestre en general presentaron actividad en todas
las bacterias, a diferencia de la muestra cultivada que presenté actividad en todas
exceptuando P. aeruginosa, trabajos anteriores reportaron actividad en S. aureus,
S. pneumoniae (Caceres et al., 1991) y en E. coli (Caceres et al.,, 1990), entre

otras.

Otros trabajos reportan actividad antibacteriana en otras especies del
género Tagates como T. minuta, cuyos extractos presentan actividad en E. coli
(ATCC 25922) y P. aeruginosa (ATCC 27853) (Tereschuk et al., 1997), con
resultados, similares a los de este trabajo. Otra especie es T. patula cuyos aceites
esenciales presentan actividad en S. aureus, P. aeruginosa y E. coli, cuyos

resultados presentan zonas de inhibicion mayores a las mostradas en este trabajo

Los ensayos de toxicidad en Artemia salina, permitieron corroborar el
hecho de que las muestras de T. lucida silvestre presentan mayor actividad
biologica, siendo de gran importancia, ya que permite detectar compuestos

secundarios con actividad biologica relevante (Meyer et al., 1982)
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7.3 Composicién quimica de los aceites esenciales.

Las diferentes especies del género Tagetes presentan flavonoides y
terpenos con propiedades farmacolégicas e insecticidas (Tereschuk et al., 1997;
Perich et al., 1995). Los estudios fitoquimicos de Dias (1997), revelaron la

presencia de cumarinas, lactonas y terpenos.

En el presente estudio entre los compuestos mayoritarios encontrados
estan el estragol, siendo en la muestra cultivada el compuesto mas abundante
(60.5 %), a diferencia del pericon silvestre, donde resulto el segundo compuesto
mas abundante (11.9 %), es un fenilpropanoide que le da el olor caracteristico a
anis, utilizado en la fabricacion de licores, actualmente se restringe su uso por
considerarse cancerigeno (Bauer et al., 2001), este compuesto es caracteristico
de esta especie y ha sido reportado por Ciccié (2004), Marotti et al. (2004) y
Bicchi et al. (1997) que estudiaron los compuestos de los AEs de T. lucida

observando un alto contenido de estragol (33.9-91.7%).

Otros estudios realizados en diferentes plantas, demuestran la presencia
de estragol en Ocimum minimum L. (Maia, et al., 2005), Pimpinella anisum L.,
lllicium verum H. y Ocimum basilicum (Pérez, 2005), lo cual demuestra que es
una especie, cuyo consumo es seguro, siempre y cuando sea a la concentraciéon

adecuada, ya que como lo describe Paracelso en el siglo XVI: “Todas las cosas
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tienen veneno, y no hay nada que no lo tenga. Si una cosa es veneno 0 no,

depende solamente de la dosis” (Citado por Schultes y Hofmann, 1982)

El segundo compuesto mayoritario observado es 7-Metoxicumarina
(herniarina), al contrario del estragol, fue el compuesto mayoritario observado en
los AEs silvestres (37.07 %), y el segundo de la muestra cultivada (12.13 %), esta
cumarina fue reportada por Aquino et al. (2002), Barrillas (1995), lo describio
como principio activo antiespasmadico de la planta, y Cabrera (2005) lo clasifica
como el compuesto que le otorga la actividad biolégica a T. lucida, la cual se

presenta en las hojas y flores.

Otros compuestos observados en los cromatogramas son anetol (uno de
los compuestos mayoritarios) y metileugenol, que han sido reportados por Ciccié
(2004), Bicchi, et al. (1997) junto al linalool, Marotti, et al. (2004) detectaron
metileugenol. Barrillas (1995) reporté la presencia de linalool y metileugenol entre

los compuestos mayoritarios.

El butilhidroxitolueno, también llamado 2,6 di-tert-butyl-p cresol, es un
compuesto que se presentd en ambas muestras, siendo un contaminante, ya que
es un compuesto fénolico que se obtiene a partir del p-cresol (UNEP

PUBLICATIONS, 2009)
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8. Conclusiones

Se comprobo que T. lucida presenta actividad antibacteriana, lo cual ayuda
a promover la validacién del uso de esta planta y confirmando que tienen los

efectos que tradicionalmente se le atribuyen.

Desde un principio las plantas mostraron diferencias, en el aroma y sabor,
siendo mas fuertes en las plantas de las muestras silvestres. Mientras el aroma
de los aceites esenciales resulto mas fuerte en el pericon silvestre y mas dulce en

el cultivado.

En cuanto a la actividad antibacteriana, los extractos presentaron mayor

actividad que los aceites esenciales en cuanto al numero de cepas inhibidas con

las menores concentraciones.

Las cepas mas susceptibles fueron S. aureus y S. thyphimurium,

presentando mayor actividad los extractos etandlicos.

Los extractos obtenidos con hexano resultaron tener una actividad nula en

ambas muestras.
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Los compuestos y las proporciones en los que estos se presentan varian
claramente de una regidon a otra, el resultado se puede deber a que las
poblaciones silvestres requieren de mecanismos mas eficaces para poder
sobrevivir en su habitat natural, mientras que las cultivadas, son manipuladas y
protegidas por el hombre, por lo que no requieren de la misma cantidad de
compuestos activos. Otro factor importante es la region en la que se localiza, ya
que el pericon se localiza silvestre en Actopan, pero al ser cultivado en Huejutla,
la temperatura, altitud, y otras variantes, cambian considerablemente. La variacion
del contenido de los principios activos entre distintas especies de plantas es algo
muy comun (De Feo et al., 2003), por lo que no es raro observar las diferencias
observadas entre ambas muestras, procedentes de diferentes regiones y

origenes.

Como Cowan (1999) indica, las plantas producen aceites esenciales (AES),
con diferentes propdésitos, principalmente como defensa contra depredadores y
plagas (microorganismos, insectos y herbivoros); y Morales (1996), Miiller (1981)
y Smith (et al., 1998), muestran su produccion por enfermedades, invasion de
otras plantas o para atraer polinizadores y dispersores. Al ser T. lucida, una planta
silvestre, se encuentra expuesta a este tipo de factores bidticos, por lo que sus
componentes, deben ser mas efectivos, por el contrario, al ser una planta

cultivada, estos factores tratan de ser disminuidos, para no afectar la cosecha, y
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obtener la mayor cantidad de la misma, por lo que los compuestos producidos por

este tipo de planta no se encuentran en las mismas concentraciones.

La diferencia entre las plantas, no solo fue en la actividad biologica, sino
también a nivel de los compuestos observados en el cromatograma, el pericon se
caracteriza por ser una gran fuente de estragol, lo cual se observo en la muestra
cultivada, pero en la muestra silvestre la presencia de 7-Metoxicumarina como
compuesto mayoritario, nos hace considerar a este compuesto el principio activo
de la planta, ya que los extractos y aceites de las muestras silvestres presentan
mayor actividad biolégica (inhibiendo el mayor nimero de cepas bacterianas) en

los bioensayos realizados, al contrario de las cultivadas.

La presencia de un cancerigeno, como lo es el estragol, no afecta el uso de
esta planta, ya que se ha reportado su presencia en otras especies vegetales
como el aguacate, la albahaca, el anis, y sin embargo su uso es seguro, ya que
se necesitarian de grandes cantidades de estragol, que no se encuentran de

forma natural en la planta.
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10. ANEXOS.

Anexo 1. Actividad antibacteriana de extractos y AEs de Tagetes
lucida silvestre y cultivada.

a) b)

T* (Tetraciclina) g (1 — T*(Tetraciclina)

T (Cloroformo)
200 pg/ml 200 pg/ml

6400 pg/ml

6400 pg/ml

400 pg/ml 400 pg/ml
3200 ug/ml 3200 ug/ml
- 800 pg/ml o
1600 pg/ml 1600 pg/ml 800 pg/ml
9) d)
T* (Tetraciclina) T* (Tetraciclina)
T- (Cloroformo) ~_ T (Cloroformo)
2 200 pg/ml —
ug/m
6400 pg/ml 6400 pg/ml
400 gL 400 pg/ml
e 3200 pg/ml
S 800 pg/ml o
1600 pg/ml 1600 pg/ml 800 pg/ml

Figura 27. Actividad antibacteriana del extracto de cloroformo de T. lucida
silvestre en a) E. coli, b) P. aeruginosa, c¢) S. thyphimurium, d) S. aureus.
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a) b)

T* (Tetraciclina) T* (Tetraciclina)

T{Reetaindailn] T (Acetato de Etilo)

200 pg/ml 200 pg/ml

6400 pg/ml 6400 pg/ml

400 pg/ml
400 pg/ml

3200 pg/ml
3200 pg/ml

800 pg/ml

1600 pg/ml 1600 pg/ml 800 pg/ml

c)

% .
T (Acetato de Etilo) T*(Tetraciclina)

200 pg/ml
6400 pg/ml

400 pg/ml

3200 pg/ml X

800 pg/ml
1600 pg/ml he/

Figura 28. Actividad antibacteriana del extracto de acetato de etilo de T. lucida
silvestre en a) E. coli, b) S. thyphimurium, ¢) S. aureus.
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T* (Tetraciclina) T* (Tetraciclina)

T (Etanol)

T (Etanol)

200 pg/ml 200 pg/ml

6400 pg/ml 6400 pg/ml

400 pg/ml 400 pg/ml

3200 pg/ml 3200 pg/ml

800 pg/ml

800 pg/ml
1600 pg/ml 1600 pg/ml

C)

T* (Tetraciclina)

T (Etanol) 200 pg/ml

6400 pg/ml i
; 400 pg/ml

3200 pg/ml

1600 pg/ml

Figura 29. Actividad antibacteriana del extracto de etanol de T. lucida silvestre en
a) E. coli, b) S. thyphimurium, c) S. aureus.
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a) b)

T* (Tetraciclina) T T*(Tetraciclina)

200 pg/ml

6400 pg/ml 6400 pg/ml 200 pg/ml
- ‘ 400 pg/ml
400 pg/ml
3200 pg/ml 3200 pg/ml
800 pg/ml
1600 pg/ml 1600 pg/ml 800 pg/ml
9)

T*(Tetraciclina)

6400 pg/ml 200 pg/ml

400 pg/ml

3200 pg/ml

1600 pg/ml 800 pg/ml

Figura 30. Actividad antibacteriana de AEs de T. lucida silvestre en a) E. coli, b)
P. aeruginosa, c) S. aureus.
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a) b)

T* (Tetraciclina) T (Acetatode Etilo)

T (Acetato de Etilo)

T* (Tetraciclina)

200 pg/ml

200 pg/ml
6400 pg/ml 6400 pg/ml

400 pg/ml

400 pg/ml
3200 pg/ml

3200 pg/ml

800 pg/ml
1600 pg/ml 1600 pg/ml 800 pg/ml
c) d)
% 5 o " i
T- (Acetatode Etilo) T* (Tetraciclina) T (Bestatada Etils) T* (Tetraciclina)
200 pg/ml
6400 pg/ml 6400 pg/ml 200 pg/ml
400 pg/ml
400 pg/ml
3200 pg/ml

3200 pg/ml

800 pg/ml -
1600 pg/ml he/ 1600 pg/ml 800 pg/ml

Figura 31. Actividad antibacteriana del extracto de acetato de etilo de T. lucida
cultivada en a) P. aeruginosa, b) S. thyphimurium, c) S. aureus, d) S.
pneumoniae.

a) b)
T T* (Tetraciclina) T T*(Tetraciclina)
200 pg/ml 200 pg/ml
6400 pg/ml 6400 pg/ml
, 400 pg/ml 400 pg/ml
3200 pg/ml :

3200 pg/ml

‘ 800 pg/ml
800 |
1600 pg/ml pe/m 1600 pg/ml

Figura 32. Actividad antibacteriana de los AEs de T. lucida cultivada en a) S.
aureus, b) S. pneumoniae.
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Anexo 2. Cromatograma de Tagetes lucida silvestre.
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Figura 33. Cromatograma de GC-MS, de los aceites esenciales de T. lucida
silvestre, en columna capilar de 30 m de largo por 0.32 mm de diametro interno,
RTX-5 ms (Restek), con 0.25 um de espesor, integrado con 5 m de columna de
seguridad, y un caudal de 1.23 ml/min y 66 kPa de prensa de helio. Se utilizé la
técnica de ionizacion por impacto electronico, con una energia de 0.89kV para el
SM.
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Figura 34. Espectro de masas de estragol con tiempo de retencién de 7.901
minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por
impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatégrafo de gases (inferior).
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Figura 35. Espectro de masas de piperitona con tiempo de retencion de 8.357

minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por

impacto electrénico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatografo de gases (inferior).
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Figura 36. Espectro de masas de anetol con tiempo de retencion de 8.559
minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por
impacto electrénico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la
biblioteca digital del cromatégrafo de gases (inferior).
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Figura 37. Espectro de masas de metileugenol con tiempo de retencién de 9.325

minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por

impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatografo de gases (inferior).
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Figura 38. Espectro de masas de butilhidroxitolueno con tiempo de retencion de
10.091 minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por
impacto electrénico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatégrafo de gases (inferior).
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Figura 39. Espectro de masas de espatulueno con tiempo de retencion de 10.596

minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por

impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatégrafo de gases (inferior).
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Figura 40. Espectro de masas de trans-Z-.alpha.-Bisabolene epoxide con tiempo

de retencion de 10.652 minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica

de ionizacion por impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con

un espectro de la biblioteca digital del cromatdgrafo de gases (inferior).
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Figura 41. Espectro de masas de 7-Metoxycoumarina con tiempo de retencion de

11.484 minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por

impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatégrafo de gases (inferior).
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Figura 42. Espectro de masas de E-2-Tetradecen-1-ol con tiempo de retencion de
11.873 minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por
impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatégrafo de gases (inferior).
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Figura 43. Espectro de masas de Methacrylanilide con tiempo de retenciéon de
13.45 minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por
impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatégrafo de gases (inferior).
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Anexo 3. Cromatograma de Tagetes lucida cultivada
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Figura 44. Cromatograma de GC-MS, de los aceites esenciales de T. lucida
cultivado, en columna capilar de 30 m de largo por 0.32 mm de diametro interno,
RTX-5 ms (Restek), con 0.25 um de espesor, integrado con 5 m de columna de
seguridad, y un caudal de 1.23 ml/min y 66 kPa de prensa de helio. Se utilizé la
técnica de ionizacion por impacto electronico, con una energia de 0.89kV para el
SM.



ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Tagetes lucida Cav. (ASTERACEAE) SILVESTRE DE ACTOPAN
Y CULTIVADO DE HUEJUTLA, HIDALGO
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Figura 45. Espectro de masas de linalool con tiempo de retencion de 7.055
minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por
impacto electrénico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatégrafo de gases (inferior).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Tagetes lucida Cav. (ASTERACEAE) SILVESTRE DE ACTOPAN
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Figura 46. Espectro de masas de estragdn con tiempo de retencion de 7.924
minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por
impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatégrafo de gases (inferior).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Tagetes lucida Cav. (ASTERACEAE) SILVESTRE DE ACTOPAN
Y CULTIVADO DE HUEJUTLA, HIDALGO
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Figura 47. Espectro de masas de piperitona con tiempo de retencion de 8.361
minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por
impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatografo de gases (inferior).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Tagetes lucida Cav. (ASTERACEAE) SILVESTRE DE ACTOPAN

Y CULTIVADO DE HUEJUTLA, HIDALGO
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Figura 48. Espectro de masas de anetol con tiempo de retencion de 8.563

minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por

impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatografo de gases (inferior).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Tagetes lucida Cav. (ASTERACEAE) SILVESTRE DE ACTOPAN
Y CULTIVADO DE HUEJUTLA, HIDALGO
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Figura 49. Espectro de masas de (E)-beta-farneceno con tiempo de retencion de
9.673 minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacién por
impacto electrénico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatografo de gases (inferior).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Tagetes lucida Cav. (ASTERACEAE) SILVESTRE DE ACTOPAN
Y CULTIVADO DE HUEJUTLA, HIDALGO
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Figura 50. Espectro de masas de butilhidroxitolueno con tiempo de retencion de
10.087 minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por
impacto electrénico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatégrafo de gases (inferior).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Tagetes lucida Cav. (ASTERACEAE) SILVESTRE DE ACTOPAN
Y CULTIVADO DE HUEJUTLA, HIDALGO
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Figura 51. Espectro de masas de espatulenol con tiempo de retencién de 10.597

minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por

impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatografo de gases (inferior).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Tagetes lucida Cav. (ASTERACEAE) SILVESTRE DE ACTOPAN
Y CULTIVADO DE HUEJUTLA, HIDALGO
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Figura 52. Espectro de masas de trans-Z-.alpha.-Bisabolene epoxide con tiempo
de retencion de 10.652 minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica
de ionizacion por impacto electronico con una energia de 0,89 kV, comparado con

un espectro de la biblioteca digital del cromatografo de gases (inferior).

100



ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Tagetes lucida Cav. (ASTERACEAE) SILVESTRE DE ACTOPAN
Y CULTIVADO DE HUEJUTLA, HIDALGO
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Figura 53. Espectro de masas de 7-metoxicumarina con tiempo de retencion de
11.473 minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacién por
impacto electrénico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatografo de gases (inferior).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Tagetes lucida Cav. (ASTERACEAE) SILVESTRE DE ACTOPAN
Y CULTIVADO DE HUEJUTLA, HIDALGO
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Figura 54. Espectro de masas de E-2-Tetradecen-1-ol con tiempo de retencion de
11.874 minutos (superior), disuelto en cloroformo, con la técnica de ionizacion por
impacto electrénico con una energia de 0,89 kV, comparado con un espectro de la

biblioteca digital del cromatografo de gases (inferior).
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