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APRESENTACAO

As Ciéncias Agrarias sdo um campo de estudo multidisciplinar por exceléncia, e
um dos mais proficuos em termos de pesquisas e aprimoramento técnico. A demanda
mundial por alimentos e a crescente degradacdo ambiental impulsionam a busca
constante por solucdes sustentaveis de producédo e por medidas visando a preservacao
dos recursos naturais.

A obra Agrarias: Pesquisa e Inovacado nas Ciéncias que Alimentam o Mundo
compila pesquisas atuais e extremamente relevantes, apresentadas em linguagem
cientifica de facil entendimento. Na coletanea, o leitor encontrara textos que tratam dos
sistemas produtivos em seus diversos aspectos, além de estudos que exploram diferentes
perspectivas ou abordagens sobre a planta, o meio ambiente, o animal, o homem, o social
e sobre a gestao.

Este Volume VI traz 28 artigos de estudiosos de diversos paises. Sdo 14
trabalhos de autores da Argentina, China, Coldmbia, Espanha, México, Peru e Portugal e
14 trabalhos de pesquisadores brasileiros, divididos em dois eixos tematicos: os
primeiros 13 capitulos versam sobre Sistemas de Producao Vegetal e os demais
tratam de temas variados dentro do eixo tematico Zootecnia e Veterinaria.

Desejo a todos uma proveitosa leitura!

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue
evaluarlaactividad antimicrobianade T. erecta
L en cinco cepas Staphylococcus aureus
ATCC 29213, ATCC 12398, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 y Candida albicans
asociadas a infecciones oftalmoldgicas, se
considero el uso tradicional del grupo étnico
Mazahua del Estado de México que emplea
la especie y para lo cual no hay registros.
Se obtuvieron cuatro extractos mediante
el método de maceracidn-evaporacion
y destilacion por arrastre de vapor, tres
hidroalcohdlicos de tallo, hoja y flor, uno de
diclorometano-metanol y el aceite esencial
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de la parte area de la especie. Se calculo el rendimiento de los extractos y se evalud la
actividad antimicrobiana por el método de difusion de Kirby-Batlier y microdilucién en
caldo, se utilizd6 como control positivo cloranfenicol para las bacterias y nistatina para
la levadura (25 pg para cada uno), los resultados fueron analizados a través del analisis
de ANOVA. Los extractos con mayor efecto inhibitorio y con actividad estadisticamente
significativa fueron el del tallo y el aceite esencial, el primero hacia S. epidermidis:
halo de inhibicion de 11.75 + 0.95 mm y el segundo hacia S. aureus ATCC 29213; halo
de inhibicion de 16.75 + 1.7 mm y C. albicans halo de inhibicion de 20 mm, los otros
extractos no presentaron actividad. Finalmente se encontré que el aceite esencial para
la cepa S. aureus ATCC 29213 presenta una CMI de 2 mg/mL (inhibicién del 80%) y
una CBM de 6 mg/mL (inhibicion del 100%). Los resultados validan el uso tradicional
en enfermedades oftalmicas relacionadas a la presencia de C. albicans, S, epidermidis
y S. aureus se recomiendan mas estudios para evaluar la variacion quimica, la actividad
biolégica y los usos potenciales de la especie.

PALABRAS CLAVE: Aceite esencial. C. albicans. Cempaxochitl. Mazahua.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF TAGETES ERECTA L (CEMPOALXOCHITL) TOWARDS
PATHOGENS ASSOCIATED WITH OPHTHALMOLOGICAL INFECTIONS

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity
of T. erecta L in five strains: Staphylococcus aureus ATCC 29213, ATCC 12398,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
and Candida albicans associated with ophthalmological infections. According to the
traditional use of the Mazahua ethnic group of the State of Mexico for this purpose for
which there are no studies. Four extracts were obtained by the method of maceration-
evaporation and steam distillation, three hydroalcoholic from the stem, leaf and flower,
one of dichloromethane-methanol and the essential oil of the areal part of the species.
Extract yield was calculated and antimicrobial activity was evaluated by the Kirby-Bauer
diffusion and microdilution methods, chloramphenicol was used as a positive control
for bacteria and nystatin for yeast (25 pug for each one), the results were analyzed
through the analysis of ANOVA. The extracts with the greatest inhibitory effect and
with statistically significant activity were the stem and the essential oil, the first against
S. epidermidis: inhibition halo of 11.75 + 0.95 mm, the second towards S. aureus ATCC
29213; inhibition halo of 16.75 + 1.7 mm and C. albicans inhibition halo of 20 + O mm,
the other extracts show no statistically significant activity. Finally, the essential oil for
the S. aureus ATCC 29213 strain was found to have a CMI of 2 mg/mL (80% inhibition)
and a CBM of 6 mg/mL (100% inhibition). The results validate the traditional use in
ophthalmic diseases related to the presence of C. albicans, S, epidermidis and S, aureus
more studies are recommended to evaluate chemical variation, biological activity and
the potential uses for the species.

KEYWORDS: Essential oil. C. albicans. Cempaxochitl, Mazahua.
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1 INTRODUCCION

Tagetes (Compositae) es un género originario de América con mas de 56 especies
(Salehi et al., 2018) naturalizadas en Africa, Asia y Europa y usadas ampliamente en Iran,
China, India, Buthan, Australia, Nigeria, Brazil, Chile, Bolivia, Kenia, Argentina, los Himalayas,
Guatemala, México (Dasgupta et al., 2012; Salehi et al., 2018). Su aprovechamiento ha sido
registrado en documentos como “Flors africanus” y el Cédice Florentino (Neher, 1966;
Kaplan, 1960) que dan muestra de su uso en los siglos 12 y 16 (Kaplan, 1960; Neher,
1968; Verma & Verma, 2012). Tanto México como Guatemala son considerados centros
de domesticacion del género, especies como T. erecta L (Cempaxochitl), T. patula L
(Tepcoalxochitl) y T. ternifolia Cav (Macuixochitl) se encuentran de forma silvestre y
cultivada con evidencias de procesos de seleccion artificial asociados a la precocidad de
su floracién y germinacion (Serrato, 1998). EI cempaxochitl como también se reconoce
a T. erecta ha sido usado ampliamente desde el periodo prehispanico como planta ritual,
ornamental, alimenticia y colorante (Kasperska, 2020). Entre sus usos medicinales se ha
empleado para el tratamiento del “empacho” (termino tradicional en México para referirse
a un padecimiento gastrointestinal), diarreas, inflamacion, dolor de estomago, problemas
respiratorios, dolores de cabeza y enfermedades culturales como los “aires” (Gomez,
2015), infecciones de la piel y ojos de personas y animales domésticos (Salehi, 2018;
Shetty et al., 2015).

Hoy en dia su uso es principalmente para las festividades del dia de muertos
(Gomez, 2015). A pesar de su importancia historica, cultural, medicinal y econémica
en México son pocos los estudios que se han desarrollado sobre la especie en el pais,
algunos de ellos enfocados a su cultivo, procesos de domesticacion, importancia ritual
(Cruz- Ramirez, 2006; Serrato1998) y como tratamiento de enfermedades del sistema
nervioso (Pérez-Ortega, 2017). Por lo anterior el objetivo de esta investigacion fue
evaluar la actividad antimicrobiana del cempaxochitl, que es utilizado por la medicina
tradicional para el tratamiento de enfermedades oftalmologicas. Adicionalmente se buscé
complementar el conocimiento de la especie, la cual representa una especie promisoria

para la agricultura, la industria alimentaria y medicinal del pais.

2 MATERIAL Y METODOS

21 COLECTA DE MATERIAL VEGETAL

La especie fue recolectada con la ayuda de dos productores de cempaxochitl,

en la comunidad del grupo indigena Mazahua Rancho la Virgen y Plateros, del municipio
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de San Felipe del Progreso Estado de México, donde su uso medicinal ha sido reportado
para enfermedades de los ojos y carnosidades (Rosa Maria Marcelo Sanchez y Mirna
Edith Amaya Valladares comunicacion personal) (Avendario et al., 2017), se identificd con
ayuda de claves botanicas y un ejemplar qued6é como referencia en el Laboratorio de

investigacion de Salud Intercultural de la Universidad Intercultural del Estado de México.

2.2 ELABORACION DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS Y DE DICLOROMETANO-
METANOL

Se limpid y se separaron la flores, hojas y tallo frescos, se seco a temperatura
ambiente y se tomaron 100 gr de cada estructura, los cuales se extrajeron por 30 dias con
una solucién etanol- agua 7:3, posteriormente el disolvente se dejo secar a temperatura
ambiente en cajas de Pretri para determinar su rendimiento.

Para el extracto de diclorometano-metanol se utilizaron 161.04 gr de planta (hojas,
tallo, inflorescencia) la cual se extrajo siguiendo el método de maceracion descrito por
Dominguez (1973) 1: 1 diclorometano-metanol, se filtré y se destilo a presion reducida en
rotavapor, posteriormente se coloco en una caja Petri para completar la evaporacion del

solvente. Se calculé el rendimiento con respecto al peso inicial de la planta.

2.3 OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL

El aceite esencial se obtuvo por hidrodestilacion de la parte aérea fresca de la

planta, se determino su rendimiento y se almaceno en frascos a 4°C hasta su analisis.

2.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA

Se obtuvieron cinco cepas de catalogo, tres del laboratorio de Salud Intercultural
de la Universidad Intercultural del Estado de México (UIEM) Candida albicans ATCC
10231, Pseudomona aeruginosa ATCC27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y dos
de la Facultad de Estudios Superiores de Iztacala, UNAM (FESI) Staphylococcus aureus
ATCC 12398, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

2.5 EVALUACION DE EFECTO INHIBITORIO

Para determinar la sensibilidad o resistencia de las cepas ante los extractos
hidroalcoholicos y el aceite esencial, se empled el método de difusion en agar Kirby
Bater (Koneman et al., 1997). Las cepas previamente inoculadas y diluidas se sembraron

sobre el agar y se colocaron en su superficie sensidiscos de papel Wathman de 5 mm
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impregnados con 125 mg, 150 mg, 150 mg de los extractos hidroalcoholicos de tallo, hoja
y flor respectivamente, 2 mg del extracto de DMeOH y 10 pL del aceite esencial, como
control positivo se utilizaron sensidiscos impregnados con 25 ug de cloranfenicol para las
bacterias y 25 pg de nistatina para la levadura. Posteriormente se incubaron a 35° C por
24 horas las bacterias y 48 horas la levadura, para todas las pruebas se realizaron cuatro
repeticiones. Los resultados se evaluaron de acuerdo a la escala de Duraffourd (Cuadro

1), la cual determina el efecto inhibitorio in vitro segun el diametro de inhibicién (Koneman

et al., 1997).
Cuadro 1. Escala de Duraffourd
Clave Rango
Nula - Menor o igual a 8 mm
Sensible + 9-14 mm
Muy sensible ++ 15-19 mm
Sumamente sensible +++ Mayor o igual a 20 mm

Fuente: Duraffourd et al., 1987; Koneman et al., 1997; Giovanniello, 2008.

2.6 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI),
CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (CBM) Y CONCENTRACION
FUNGICIDA (CF)

La eficacia de la actividad antibacteriana y antifungica de los extractos
hidroalcohdlicos y aceite esencial se determino por el método de micro dilucién en caldo
(Picazo, 2000). Esta ultima se llevo a cabo a través de la caja de cultivo de 96 pozos;
la linea (A) contenia 100 pL de stock, y a partir de la linea B a la H 50uL del mismo, se
afnadio 10 pL de bacteria o levadura y se colocaron las siguientes concentraciones de los
extractos 128,64, 34,16,8,4y 2Ly 20,15,10, 8, 6,4y 2 uL de aceite esencial. Se sellaron
y etiquetaron para posteriormente ser incubadas a 35° C por 24 y 48 horas para bacterias
y levaduras respectivamente. Para la obtencion de los resultados se incorporaron 50 pL
de TTC (Cloruro de tetrazolio).

2.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Los datos fueron procesados mediante un ANOVA de clasificacion simple y se
realizé una prueba de rangos multiples de Tukey para la comparaciéon de medias (SPSS

version 15.0 para Windows).
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3 RESULTADOS

31 RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS

Se obtuvo un rendimiento del 10% para tallo y 12% para hoja seca y flor fresca
para los extractos hidro alcohdlicos. En el caso del extracto de Diclorometano- metanol

(DMeOH) el rendimiento fue del 6.4% y del 0125 % para el aceite esencial.

3.2 EVALUACION DE EFECTO INHIBITORIO

De los extractos hidroalcoholicos evaluados (Cuadro 2), solo se observo actividad
sensible del extracto del tallo hacia la cepa S. epidermidis ATCC 12228 y S. aureus ATCC
29213 de acuerdo a la escala de Durafford (Giovanniello, 2008).

Cuadro 2. Efecto inhibitorio de los extractos realizados (control cloranfenicol para las bacterias y nistatina para
la levadura).

CEPA Tallo Hoja Flor Control
(125 mg) (150 mg) (150 mg) (25 pg)

S. aureus 13 141 1.25+05 120 21+115

ATCC 29213

S. aureus 6+0 77505 6+0 1425 +15

ATCC 12398*

S. epidermidis 11.75 £ 0.95 8+0 6+0 10+0

ATCC 12228

P. aeruginosa 6+0 775+ 05 6+0 6+0

ATCC 27853

C. albicans 6.75 + 2.36 8+ 0.81 6+0 23.42+ 0.8

ATCC 10231

Fuente elaboracion propia * sefala diferencia estadisticamente significativa entre las cepas con una P < 0.5.

Con respecto al extracto de diclorometano-metanol no se encontrd ninguna
actividad hacia las cepas analizadas, mientras que el aceite esencial (Cuadro 3)
mostro actividad estadisticamente significativa hacia la cepas de S. aureus ATCCC
29213* y C. albicans, actividad muy sensible y altamente sensible de acuerdo escala
Duraffourd (1986), se requiere de una concentracion minima de 2 mg/mL para alcanzar
una inhibicion alrededor del 80% y una maxima de 6 mg/mL para tener el maximo de
inhibicion (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Efecto inhibitorio de extracto diclorometano- metanol y aceite esencial

CEPA DMeOH ACEITE ESENCIAL CONTROL
(2mg) (10 uL) (25 pL)
Zona de inhibiciéon mm Zona de inhibicion con
control +
S. aureus 6+ 0a 16.75 + 1.70b 21 +115¢c
ATCCC 29213*
S. aureus 6+ O0a 75 +173ab 14.25 + 1.5¢
ATCC 12398*
S. epidermidis 6 +0a 8.25 +0.5bc 10 =0 bc
ATCC 12228
P. aeruginosa 6 + Oabc 6 + Oabc 6 +0 abc
ATCC 27853
C. albicans 6+ 0a 20 *0b 23.42 + 0.8bc

ATCC 10231"*
Fuente elaboracion propia * y las letras (abc) sefalan diferencia estadisticamente significativa entre las cepas con

unaP < 0.5.
Cuadro 4. Actividad antifungica de extractos y aceite esencial.
Extractos y Minima Inhibitoria Maxima Inhibitoria
aceite esencial Concentracién Inhibicién % Concentracion Inhibicién %
(mg/mL) (mg/mL)

Tallo 64 97.92 128 98.97
Hoja 32 86.04 128 100
Flor 32 90.08 64 99.85

Aceite esencial 2 779 6 100

Fuente de elaboracion propia

3.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI),
CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (CBM) Y CONCENTRACION
FUNGICIDA (CF)

Ya que se encontrd actividad (sensible) en los extractos hidroalcoholicos hacia
S. aureus ATCC29213 y S. epidermidis ATCC 12228. Se compararon los resultados con
otros estudios reportados en la literatura para extractos hidroalcolicos (metandlicos y

etandlicos) (8:2) de la parte aérea (Motamedi et al., 2015), se observo que para el caso
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de S. epidermidis la CMI y la CBM encontrados en esta investigacion son inferiores a los
reportados por los autores, lo cual sefala una mayor sensibilidad de las cepas hacia los
extractos (hoja) y aceite esencial (Cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacién de la actividad antimicrobiana de extractos hidoalcoholicos de T. erecta y del aceite
esencial hacia S. epidermidis.

Extracto* Extracto* Aceite esencial Tallo Hoja Flor
Etandlico Metanélico
CMI CMmI CMmI CMI CMI CMI
10 mg/mL 10 mg/mL 2 mg/mL >64 mg/mL 8 mg/mL 32 mg/mL
<128 mg/mL
CBM CBM CBM CBM CBM CBM
40mg/mL L 80mg/mL 4mg/mL 128 16mg/mL 64mg/mL

*Informacion reportada por Motamedi et al. (2015).

4 DISCUSION

Diferentes autores han encontrado actividad antibacteriana y anfigingica de
de T. erecta (Cuadro. 6) en extractos de éter de petrdleo, cloroformo, acetato de etilo,
hidroalcoholico (metandlico y etandlico) de hoja, raiz, tallo y flor (Chakraborthy, 2009; Das
& Mishra, 2010; Dasgupta et al., 2012; Gopi et al., 2012; Gupta & Vasudeva, 2010; Jain et
al., 2012; Motamedi et al., 2015; Salehi et al., 2018; Shetty et al., 2015; Singh et al., 2020;
Verma & Verma, 2012), en el caso de C. albicans es reciente el reporte de la actividad de
los aceites esenciales de T. erecta de tallo, flor y raiz con un CMI DE 0.08, 0.04 y 0.16 pL
mL" (Safar et al., 2020), se observa que es la flor la que tiene la mayor actividad. En nuestro
estudio no se fracciond el material, toda la parte area (tallo, hoja y flor) mostré actividad,
aungue el rendimiento obtenido del aceite esencial fue muy bajo (0 125 % del total).

Adicionalmente de T. erecta se han reportado las actividades antioxidante,
antinflamatoria, insecticida, hepatoprotectora, cicatrizante, analgésica, larvicida,
anticancerigena entre otras (Salehi et al., 2018). Las cuales se asocian a la presencia y
actividad antioxidante de los flavonoides, carotenoides como la luteina (Kazibwe et al.,
2017), alcaloides (Das & Mishra, 2010) y terpenos (Salehi et al., 2018) como los alfa y beta
pinenos. Se ha propuesto como mecanismo de accion hacia las bacterias y C. albicans
la existencia de compuestos lipofilicos que interfieren con el biofilm en el caso de las
bacterias y la membrana citoplasmatica en las levaduras (Salehi et al., 2018).

Como se pudo observar se ha incrementado sustancialmente la investigacion de la
especie y el género sobre todo en Asia por su amplio potencial para la industria, es por ello

que en la actualidad los estudios se estan centrando en la quimica verde y en mejorar los
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procesos de extraccion (ultrazonifiacidén en agua) de las moléculas y los aceites, los cuales
permitiran que los compuestos puedan ser aplicados sin riesgo a la industrias alimentaria,
agricola y farmacéutica entre otras (Kazibwe et al., 2017). Sin embargo, en México ademas
del uso ritual y médico tradicional, se ha prestado poca atencién a esta planta. La cual
sigue siendo parte de la atencion primaria a la salud (sola o en combinacion con farmacos)
en zonas con mayor incidencia de padecimientos oculares y dermatoldgicas, los cuales se
asocian a condiciones de vulnerabilidad, menor acceso a sistemas interculturales de salud
como sucede en las comunidades Mazahuas del Estado de México (Avendafio et al., 2017;
Chavez & Carpio, 2018; Pelcastre- Villafuerte et al., 2020).

Cuadro. 6. Actividad antimicrobiana reportada para T. erecta

Especie Cepa

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, C. albicans,
and S. cerevisiae.

T.erecta  Alcaligenes faecalis, Bacillus cereus, Campylobacter coli, E. Coli,
K. pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus vulgaris, Streptococcus mutans, Streptococus
pyogenes

B. cereus, B. subtilis, S. aureus, Staphylococus albus, Bacillus megaterium,
Listeria monocytogenes, Corynebacterim rubrum, E. coli, Pseudomonas
Pseudoalcaligenes, Pseudomonas testosterone, Proteus morganii, P. aeruginosa,
Enterobacter aerogenes, K. pneumoniae, Proteus microbilis, C. albicans,
Cryptococcus neoformans, Candida glabrata, and Candida apicola

E. coli

C. albicans

E. coli, P. vulgaris, P. mirabulis, Aeromonas sobria, Aromonas hydrophila, Pleseiomonas
Terectay shigelloides, Salmonella entérica se. typhi. Salmonella entérica ser, typhimurium,
T. patula Salmonella entérica ser. Aboni, Salmonella entérica ser enteritidis, B. subtilis, B. cereus,
Bacillus circulaus, y S. aureus.

Fuente Salehi et al. (2018).

5 CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio validan el empleo tradicional del cempaxochitl en
el tratamiento de enfermedades infecciosas de los ojos en la zona Mazahua, del Estado
de México asociadas a las cepas de S. aureus, S. epidermidis y C. albicans. Sin embargo,
también sefalan la falta de investigacion e innovacion en México para la especie,

reconocemos la necesidad de continuar con investigaciones sobre su variablidad,
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produccion, actividades biologicas y procesos de extraccion, lo cual permitira su
aprovechamiento en la industria alimentaria, agricola, textil y en el desarrollo alternativo

de una amplia diversidad de medicamentos.
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