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EFECTO FUNGICIDA DE DIFERENTES EXTRACTOS DE Equisetum hyemale
L. EN HONGOS DERMATOFITOS Y FITOPATOGENOS

1. Resumen

Las infecciones causadas por hongos dermatofitos ocasionan problemas de salud
en todo el mundo. Asimismo existen hongos fitopatogenos que afectan
enormemente algunos cultivos (jitomate, tomate, citricos) a nivel mundial,
provocando pérdidas econdmicas a gran escala.

En algunas investigaciones se menciona que el género Equisetum “cola de
caballo” contiene compuestos activos utilizados medicinalmente convirtiéndolo en
un modelo biolégico a estudiar. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto que tienen diferentes extractos organicos de Equisetum hyemale en el
crecimiento radial y germinacidén de esporas en cuatro especies de hongos: dos
dermatofitos Trichophyton rubrum 'y Epidermophyton floccosum 'y dos
fitopatogenos Alternaria solani 'y Penicillium italicum, ademas de determinar que
especie es la mas susceptible a los diferentes extractos vy diferentes
concentraciones de éstos.

Los resultados obtenidos indican que el extracto hexanico de E. hyemale provoca
en los hongos dermatofitos una reduccion en el crecimiento radial y en la
germinacién de esporas en concentraciones de 75 ppm y 100 ppm. En los
extractos (cloruro de metileno y metanol) no se encontraron resultados
significativos.

En fitopatdogenos se observo que el hongo Alternaria solani es mas susceptible al
extracto metandlico ya que reduce su crecimiento radial a partir de la
concentracion de 1000 ppm, en extractos hexanico y cloruro de metileno no
presenta alguna susceptibilidad. El hongo P. italicum tiene un efecto de
disminucién de crecimiento radial y germinacién de esporas con el extracto
hexanico en concentracién 1000 ppm.

El extracto hexanico fue el tratamiento que mas reduce el crecimiento radial y
germinacién de esporas, siendo los hongos mas susceptibles a dicho extracto: T.
rubrum, E. floccosum y P. italicum. Es necesario continuar con investigaciones
posteriores ya que no se realizd una experimentacion de fitoquimica de cada
extracto, ademas los resultados obtenidos en el trabajo inducen a que los hongos
dermatofitos son un modelo biolégico poco estudiado.



2. Introduccion

2.1 Productos Naturales

Los productos naturales son compuestos quimicos o sustancias que producen
algunos seres vivos provenientes de animales, plantas, hongos, etc., que

generalmente tienen una actividad farmacolégica y/o biolégica (Mesa, et al. 2004).

El uso de productos naturales de origen vegetal es objeto de interés por diversas
ramas de investigacion principalmente quimicas, bioldégicas y meédicas, gran
cantidad de medicamentos o productos patentados de control bioldgico (plagas,
infecciones por hongos, bacterias, etc.) cuya base lo constituye un metabolito

secundario de origen vegetal o alguna sustancia aislada (Agrios, 2010).

Los productos naturales estan relacionados estrechamente en los estudios
etnobotanicos (plantas medicinales especificamente), éstos permiten tener el
conocimiento para seleccionar la planta para su estudio quimico, a partir de

experiencias y aprendizaje empirico del humano.

2.1.1 Plantas utilizadas como fungicidas y antimicéticos

El uso de plantas medicinales tiene un origen de hace miles de afios, dicho uso es
principalmente para combatir o contrarrestar a ciertos organismos que atacan al
humano provocandole enfermedades. Algunas de las familias de plantas
utilizadas medicinalmente en América Latina, por la produccion de metabolitos
secundarios son: Asteraceae, Rubiaceae, Euphorbiaceae y Equisetaceae (Portillo,
et al., 2001). Otro ejemplo importante pertenece a las especies del género
Platymiscium (leguminosa), ricas en cumarinas, isoflavonoides y flavonoides

dandole una importancia farmacobioldgica a dicho género (Reyes, et al., 1998)

Pocas investigaciones muestran gran interés e importancia sobre Equisetum,

género descrito por Hauke R.L. (1969) conocido como “cola de caballo”, ya que



posee diferentes propiedades curativas para el ser humano (inflamacion de vias

urinarias, problemas gastrointestinales, dermatitis, etc.) (Large et al. 2006).

Existen productos naturales con un efecto antifungico. Los fungicidas naturales
son un grupo de sustancias provenientes de plantas (aceites esenciales
principalmente) que pueden controlar enfermedades provocadas por hongos
patébgenos (Arauz, 1998). Entre los fungicidas naturales mas conocidos se
encuentran los extractos de semillas de citricos, orégano, eucalipto, propoleo,
aloe y ajo (Sato, et al., 2000), sélo en algunos casos se ha mencionado la “cola
de caballo”. En el 2010 Guerra et al. mencionan que existen tres tipos de
Equisetum (Equisetum sp, E. hyemale y E. myrochaetum) cuyos extractos
derivados de dicha planta, presentan una actividad fungicida contra Phytium
aphanidermatum proponiendo una nueva alternativa para un control de dicho

hongo que afecta los cultivos de jitomate.

Bhuwan y Vinod (2011) mencionan que el area agraria tiene un problema en
relacion a la produccion y control salubre del alimento. Las pérdidas pueden ser de
millones de hectareas a casi toda la produccién de los cultivos, provocando un
aumento de precios en este recurso alimenticio, escases de éstos, descontrol

sanitario (contaminacion por plaguicidas, pesticidas, fungicidas).



3. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades de Equisetum hyemale L., Pl. 1062 (1753). Neotipo
designado por Hauke, 1995.

La palabra Equisetum tiene una etimologia latina equisetum = equiseto; los tallos
aéreos de algunas especies semejan una cola (lat. seta = cerda) de caballo (lat.
equus). En la figura 1 se desglosa la clasificacion segun la Comisién Nacional
para el Conocimiento y Usos de la Biodiversidad (CONABIO) de Equisetum

hyemale.

La clasificacion de la CONABIO
en el 2009:
Reino: Plantae

Division:Equisetophyta

Clase:Equisetopsida
Orden:Equisetales
Familia: Equisetaceae
Género: Equisetum
Especie: E. hyemale

Figura 1. Generalidades de Equisetum hyemale. A. clasificacién B. Planta en su habitat

El género Equisetum es una planta vascular sin semilla, herbacea, de tallos
articulados, hojas verticiladas, y contiene un estrébilo en la parte terminal (Moran
et al., 1995). Es unico género de la division Equisetophyta, su habitat y crecimiento
esta asociado a cuerpos o suelos con gran cantidad de agua poco profundas, en

donde emerge el tallo (Rzedowski, 1978).



La distribucién de la especie es subcosmopolita, ubicada particularmente en todo
el hemisferio norte: Circulo Artico, Alaska, Canada, Estados Unidos, México hasta
Centroamérica Europa, zona templada de Asia, (McVaugh, 1992; Mickel y Smith,
2004). En México (Tejero et al. 1998), el género Equisetum esta representado por
cinco especies y una variedad: E. laevigtum, E. xferrissii, E. hyemale, E.

myriochaetum, E. xschaffneri y E. hyemale var. myriochaetum.

La CONABIO en el afio 2009, menciona que la especie Equisetum hyemale tiene
una distribucién en gran parte de la Republica Mexicana: Baja California, Chiapas,
Chihuahua, Coahuila, D.F., Durango, Estado de México, Guerrero, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Leodn, Oaxaca, Puebla,

Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas y Veracruz.

3.1.1 Usos tradicionales y antecedentes farmacolégicos del

género Equisetum

El género por sus propiedades medicinales tiene un valor importante, algunas son:
ayudar en problemas gastrointestinales, ulceras gastricas, utilizado como diurético
(Gurbuz, et al., 2008), astringente, evita inflamacién de las vias urinarias, controla
hemorragias externas e internas. (Jaric, et al. 2007), calculos urinarios, dermatitis,
evita algunos efectos a nivel celular como la absorcién del calcio y la
regeneracion del tejido conjuntivo (Mandelker y Wynn, 2004), agente antioxidante,
tuberculosis, reumatismo, (Brunet M., 2009), en algunas zonas de ltalia, Roma y
Noruega llega a ser culinario, por el tallado de madera, limpieza de dientes, pulido

de algunos metales por su gran contenido de silice (Gallardo et al. 2006).

Park y Tomohiko (2011) mencionan la presencia de compuestos tipo fendlicos y

flavonoides en E. hyemale, con efectos antiinflamatorios y antioxidantes.

Dogan et al. (2010) al realizar el estudio para detectar antioxidantes en diferentes

plantas incluida E. hyemale determinaron que ésta contiene mayor numero de



antioxidantes y éstos estan en relacién con el alfa-tocoferol, el beta-caroteno, el

acido ferulico y el acido galico.

Singh et al., (2001) analizaron diferentes extractos (éter de petroleo, cloroformo y
etanol) de Equisetum arvense indicando la presencia de flavonoides en el extracto

etandlico.

Otro estudio menciona que en extractos de E. giganteum indican un afecto
hipoglucemiante en la diabetes tipo Il y en pruebas en ratones comprobaron la
existencia de una actividad diurética proveniente de extractos metandlicos de las

partes aéreas de la planta (Pérez y Anesini, 1994).

A pesar de la importancia medicinal que tiene este género (Large et al., 2006), es
limitado el numero de estudios quimicos realizados enfocados a la especie
Equisetum hyemale por ello con este trabajo se aspira a un estudio quimico,
biolégico y medicinal detallado de dicha especie para poder determinar los
compuestos y efectos que presenta y asi poder justificar su importancia aplicada

medicinalmente.
3.2 Generalidades de los hongos dermatofitos

Los dermatofitos son un grupo especial de hongos ascomicetos filamentosos que
afectan tejidos queratinizados, provocando infecciones superficiales en humanos
y algunos animales, ya sea a nivel de piel, pelo y ufias, este tipo de enfermedades
es conocido como dermatofitosis (Diaz, et al, 2002). Este grupo contempla tres

géneros: Trichophyton, Epidermophyton y Microsporum.

Las enfermedades provocadas por dermatofitos no provocan patologia severa
pero si un gran problema de salud publica a nivel mundial. Se ha observado una
diferencia entre la gravedad de la infeccién, en distintas zonas geograficas,

socioecondémicas y politicas (Lopez, et al., 2009).



La forma de infeccion de los dermatofitos es a través de células resistentes
(artroconidios), pueden resistir condiciones muy estresantes, estas células se
adhieren a las membranas de los artroconidios, provocando la formacién de hifas
y la invasién del tejido queratinizado (piel, ufas, cabello, etc.), la queratina es el
sustrato principal de los dermatofitos puesto que pueden asimilar proteinas vy
metabolizar enzimas pudiendo penetrar asi el tejido e invadirlo por completo. Se
estima que entre un 15-20% de la poblacién mundial esta infectada por este tipo
de hongos a lo largo de su vida (Ballesté et al., 2006). La dermatofitosis
representa un problema grande en salud publica, con repercusion econdémica, la
Organizacion Mundial de la Salud considera que el incremento mundial de la
dermatofitosis varia dependiendo del pais, por ejemplo, en el registro total de las
enfermedades de Espafia el 20.8% equivale a pacientes con algun tipo de micosis,
en Brasil el 26.3%, en Iran 24% y en México se encuentra entre 70 y 80% (L6pez
et al, 2009).

El papel de los hongos dermatofitos dentro de las enfermedades infecciosas
humanas mas comunes ha provocado una fuerte demanda en su investigacion
para desarrollar nuevos y especificos farmacos cuya finalidad es aumentar el
espectro de accion, es decir, que tenga una mayor amplitud de accién de la
sustancia activa de un medicamento para combatir a una serie de especies de
microrganismos, hongos, bacterias, parasitos y virus, con un bajo precio
econdmico. En México no se tienen antecedentes de investigaciones especificas
de E. hyemale aplicadas a dermatofitos, por ello este trabajo es el inicio de
nuevas investigaciones en esta area de conocimiento en la Universidad Autébnoma
Chapingo. La eleccion de los hongos esta basado por el grave problema de salud
en México provocado por la dermatofitosis, las especies mas comunes son
Candida albicans, Epidermophyton floccosum 'y Trichophyton rubrum,
constituyendo entre el 70 y 80% de todas las micosis registradas (Méndez et al.,
2004).



3.2.1 Caracteristicas bioldgicas, distribucion e importancia de

Trichophyton rubrum

La descripcion propuesta por Mycobank (2008) de Trichophyton rubrum es:

Phylum: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Onygenales
Familia: Arthrodermataceae
Geénero: Trichophyton

Especie: T. rubrum

De acuerdo con Hernandez et al. (2007) es un hongo filamentoso, presenta
microconidios con una forma de lagrima de entre 3-4 micras-hialinos con pared
delgada; los macroconidios suelen ser escasos pero tienen una forma claviforme
de 8-20 micras con pared delgada y fina, tienen forma de lapiz, pueden o no tener
apéndices. (Adejumo y Bamidele, 2009). Crece en la mayoria de los medios de
cultivo sus colonias son rojizas con blanco con un crecimiento de
aproximadamente 14 dias, cuando la cepa ya es vieja la superficie toma un

aspecto algodonoso (Pyun y Shin, 2006) (Figura 2).

La infeccion conocida como tifia provocada por T. rubrum afecta muy rapido y
superficialmente, perturba a humanos y otros animales, principalmente ataca piel,

pelo y uhas (Graser et al, 2000). Es la especie mas comun a nivel mundial.



Figura 2. Caracteristicas de Trichophyton rubrum. A. Paciente con tifia de barba (Tomado de Bolognia,
et al. 2004); By C. T. rubrum en medio de cultivo (Tomado de Freedber, et al., 2009); D. Microconidios
vistos en 60X (Tomado de Lépez, et al. 2009)

El medicamento ketoconazol es muy usado para el tratamiento causado por
Trichophyton rubrum, Bonifaz (2010) menciona que contiene un amplio espectro,
cuyo mecanismo de accion es fungistatico y a concentraciones muy altas
fungicida; pero el uso del medicamento provoca contraindicaciones como son
nauseas, dolor abdominal, etc. Existen otros medicamentos utilizados para inhibir
el crecimiento del hongo: itraconazol, terbinafina, clotrimazol y derivados de
azoles, cuya desventaja consta de un tratamiento prolongado de 15 a 40 dias
dependiendo la zona atacada por el hongo y que tan grave sea la micosis, ademas
de que el medicamento es costoso su precio aproximado va de los 250 a 400

pesos por 200 mg/dia.



3.2.2 Caracteristicas bioldgicas, distribucion e importancia de

Epidermophyton floccosum
La clasificacion taxondmica de este hongo segun Bolognia, et al (2004) es:

Phylum: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Onygenales
Familia: Arthrodermataceae
Geénero: Epidermophyton

Especie: E. floccosum

Es un hongo filamentoso, desarrolla macroconidios multicelulares ubicados
encima de los conidi6foros multicelulares, puede distinguirse de otros dermatofitos
(Trichophyon 'y Microsporum) por la ausencia de microconidios; la pared de
Epidermophytum es gruesa y lisa, sus hifas son espiriladas (forma de raqueta).
Los macroconidios suelen ser abundantes de entre 3-5 células (Lopez, et al.,
2009).

Las colonias crecen con lentitud y tienen aspecto plumoso, en un comienzo son
blanco grisaceo (Figura 3), al madurar adquieren una pigmentaciéon verdosa, la

superficie de la colonia es algodonosa.

Epidermophyton floccosum tiene una distribucion cosmopolita. La infeccién en
humanos es conocida como tifias, su crecimiento se da en la piel, rara vez en
ufas; nunca en pelo. Es controlado principalmente con ketoconazol e itraconazol,
pudiendo tener efectos secundarios (nauseas, mareos, depresion, dolor de

estébmago, dafios al riidn) en la persona que lo consuma (Wolff, et al. 2009).
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Figura 3. A. Paciente con tifia en los pies (Tomado de Lopez, et al. 2009); B. Epidermophyton
floccosum crecido en medio de cultivo Borelli; C. y D. Vista de macroconidios a 10X y 40X (Modificado
de Bonifaz, A. 2010)

3.3 Generalidades de los Hongos Fitopatégenos

La fitopatologia estudia los organismos y las condiciones del ambiente,
interacciones, procesos y ciertos factores que pueden producir enfermedades en
las plantas ademas la fitopatologia puede establecer métodos para prevenir dichas
enfermedades. Existen diversos microrganismos fitopatdgenos que atacan
enfermedades en las plantas causadas por hongos, bacterias, nematodos, virus,
protozoarios; de los anteriores los que atacan con mayor frecuencia a las plantas
son los hongos. Existen 8000 especies de hongos que producen enfermedades en
las plantas. La supervivencia y la funcibn de un gran numero de hongos
fitopatdgenos dependen de las condiciones como la temperatura y humedad

principalmente (Agrios, 2010).
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Los géneros de hongos fitopatdgenos mas investigados debido a su distribuciéon y
a sus hospedantes son Fusarium, Pythium, Phymatotrichum vy Alternaria
(Rodriguez, 2001).

Los organismos (bacterias, hongos, virus, insectos, nematodos) que causan
enfermedades a las plantas provocan tanto pérdidas de cultivo alimenticio como
econdmicas. Agrios (2010) sefiala que las pérdidas debidas a las enfermedades
de postcosecha se estiman en un 10 a 30% de la pudricidn total de los cultivos, y
en algunos cultivos las pérdidas son superiores al 30% sobre todo en los paises
en vias de desarrollo; se pueden incrementar las pérdidas hasta un 50% en
regiones con clima tropical (Kinay et al., 2007). El uso de fungicidas ha tenido en
la mayoria de los casos una respuesta positiva con el control del hongo, pero el
gasto econdmico para aplicar los fungicidas es aproximadamente de 30 millones
M.N. (Pimienta, et al. 2008); no se descartan los efectos negativos por el uso de
fungicidas ya que para su elaboracién son necesarios ciertos tipos de compuestos
quimicos, por ejemplo: compuestos de cobre, azufre, aromaticos, etc. (Agrios,
2010 y Muscheetti et al., 2005).

La eleccion en los hongos fitopatogenos (Alternaria solani 'y Penicillium italicum)
se dio por ser de las especies de hongos que mayor pérdida econémica y
alimenticia provocan en México (Agrios, 2010) y por la escasa investigacion del

género Equisetum con una aplicacion agronémica.

3.3.1 Caracteristicas bioldégicas, distribucion e importancia de

Alternaria solani

La clasificacion de Alternaria solani (Cook) Wint segun Global Biodiversity
Information Facility (2010):
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Phylum: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria

Especie: A. solani

Los conidios de Alternaria tienen forma parecida a una pera, son multicelulares,
presentan septos transversales y longitudinales de color pardo. Alternaria solani
tiene el micelio de color oscuro, en cultivos viejos produce conidiéforos erectos,
cortos y simples dando origen a cadenas simples o ramificadas de conidios, estos
conidios tienen un color oscuro y pueden presentar septos longitudinales o
transversales, que se pueden desprender faciimente provocando un mayor grado

de contaminacion (Chaerani et al., 2007)

Alternaria puede identificarse por su color en las colonias que va de café oscuro
a negro (Figura 4), cuando se extiende el hongo pocas veces son las que no

forman anillos concéntricos de color blanquizco.

El género Alternaria tiene una distribucidon cosmopolita. Las especies de Alternaria
se encuentran en segundo lugar en cuanto a su presencia en el aire. En el medio
de cultivo adecuado (Papa Dextrosa Agar PDA) la presencia de esporas es 6ptima

a 27°C pero se inhibe a los 15°C en condiciones de laboratorio (Carrillo, 2003)

Las especies fitopatdbgenas de Alternaria hibernan como micelio en los restos de
plantas infectadas, en las semillas en forma de esporas o micelios (Bottalico y
Logrieco, 1993); la mayor infeccion de A. solani se presenta principalmente en las
hojas, el tallo, flores y frutos (Agrios, 2010), por ejemplo, la infeccién en plantulas

forma lesiones circulares o alargadas con anillos concéntricos.

13



Figura 4. A.y B .Pudricion de tomate vy jitomate por Alternaria solani; C. A. solani crecido en medio
PDA; D. Micelio oscuro caracteristico de Alternaria sp,; E. Esporas de Alternaria sp. (D y E, modificado
de Bonifaz, A. 2010)

3.3.2 Caracteristicas bioldgicas, distribucion e importancia de

Penicillium italicum

La clasificacion de Penicillium italicum mencionada por Global Biodiversity
Information Facility en el 2010 es: Phylum: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Género: Penicillium

Especie: P. italicum

Penicillium italicum se caracteriza por que produce tipicamente cabezas en forma
de cepillos, los conidi6foros tienen paredes lisas y hialinas, sus fialides son
cilindricas con cuellos cortos, los conidios son globosos o semiglobosos (Arias y
Pifieros, 2008). En medio de cultivo el crecimiento micelial de P. italicum tiene un
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aspecto que va de un color verde oscuro a verde palido grisaceo, al reverso de la

caja de Petri va de blanquizco a gris (Rundberget et al, 2004).

Este hongo es causante de la putrefaccion de las frutas citricas, en especial
durante la post-cosecha. Crece bastante bien en carbohidratos y compuestos
nitrogenados, en bajas concentraciones de iones de calcio inducen a una
produccion de conidios en algunas especies. En particular Penicillium italicum es

caracteristico de la naranja (Figura 5).

Agrios (2010) menciona que el género Penicillium puede producir ciertas toxinas
benéficas y perjudiciales, algunos ejemplos son la patulina y acido penicilico
principalmente provocando algunas enfermedades a plantas, ganado y al humano,
un ejemplo de toxina benéfica es la penicilina. En paises en desarrollo el deterioro
de la comida por hongos provocan pérdidas econdmicas que van desde el 5% al

20% de la cosecha por causa de P. italicum (Pimienta, et al., 2008).

Figura 5. Naranja atacada por Penicillium italicum; B. Crecimiento de P. italicum en medio PDA; C. Formay
color caracteristico de la colonia; D. Conidiéforos y esporas de P. italicum (C y D modificado de Bonifaz, A.
2010).
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4. JUSTIFICACION

El género Equisetum es importante en México por su uso tradicional, en algunas
investigaciones de las especies: E. hyemale y E. arvense se ha reportado la
presencia de flavonoides y compuestos fendlicos con actividad principalmente
antiinflamatoria (Park y Tomohiko, 2011); otros compuestos de interés son
también el alfa-tocoferol, el beta-caroteno, el acido ferulico y el acido galico que

estan relacionados con actividad antioxidante (Singh et al, 2001).

Equisetum hyemale es una planta utilizada en la medicina tradicional para
tratamientos relacionados con problemas gastrointestinales, astringentes,
inflamacion de las vias urinarias y dermatitis, ésta ultima es un sintoma
estrechamente relacionado a los diferentes tipos de micosis. En México es
frecuente la presencia de hongos patogenos que afectan de manera importante al
ser humano y a diferentes cultivos, por otro lado, la informacion recopilada de la
medicina tradicional nos indica que existe una gran cantidad de especies
vegetales que pudieran ser utilizadas para contrarrestar el efecto de estos
patdbgenos para dermatofitos; por lo tanto en este trabajo se utilizaron como
modelo a los hongos: Epidermophyton floccosum 'y Trichophyton rubrum
(dermatofitos)Alternaria solani 'y Penicillium italicum (fitopatégenos) para evaluar el
efecto de extractos organicos de E. hyemale en el crecimiento radial y

germinacion de esporas.

En México es frecuente la presencia de hongos patdégenos que afectan a gran
escala al humano y a cultivos, por lo tanto en este trabajo se utilizaron como
modelo a los hongos: Alternaria solani y Penicillium italicum (fitopatogenos);
Epidermophyton floccosum 'y Trichophyton rubrum (dermatofitos) para evaluar el

efecto de extractos organicos en el crecimiento radial y germinacién de esporas.
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5. Hipétesis

Si el uso medicinal atribuido a E. hyemale se relaciona a alguna enfermedad
micotica en humanos y en cultivos, entonces los extractos organicos obtenidos de
la especie vegetal provocaran una disminucion o una inhibicién en el crecimiento
radial y germinacion de esporas de los hongos: Epidermophyton floccosum 'y
Trichophyton rubrum (dermatofitos); Alternaria solani y Penicillium italicum

(fitopatdgenos).
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de extractos organicos de Equisetum hyemale sobre el
crecimiento radial y la germinacién de esporas de cuatro especies de hongos: dos
fitopatdbgenos (Alternaria solani 'y Penicillium italicum) y dos dermatofitos

(Trichophyton rubrum 'y Epidermophyton floccosum).
7. OBJETIVO PARTICULAR

a) Determinar la especie mas susceptible en el crecimiento radial y la
germinaciéon de esporas en las diferentes concentraciones de los

extractos.
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8. MATERIAL Y METODO
8.1 Recolecta del material vegetal.

La recolecta de Equisetum hyemale se realiz6 el dia 10 de junio del 2010, en el
Municipio de Tenancingo, lugar conocido como el Ahuehuete, Edo. de México,
colindando con los Municipios de Gualupita y Chalchihuapan, con un intervalo
altitudinal que va de los 2,060 a 2,490 msnm, ubicandose a 40 km de la ciudad de
Toluca. Se recolectaron aproximadamente 3 kilogramos de Equisetum hyemale ya
que era escaso (Figura 6); un espécimen se herborizd e identificd, se depositd
una muestra con el numero de registro 23474 en el Herbario de la Universidad
Auténoma de Chapingo. La identificacién de la especie del Equisetum fue hecha
por la Dra. Maria Sol Robledo y Moterrubio utilizando las claves de Tejero, (1998)
y Davidse, et al. (1995).

Figura 6. Localidad del Equisetum hyemale, Municipio de Tenancingo, Edo. de México.

Segun Davidse, et al. (1995) las caracteristicas generales de E. hyemale es una
hierba hasta de dos metros de altura, presenta un tallo delgado con huecos,

quebradizos, erecto, teniendo de 20-24 crestas, sus vainas nodales miden 5.5-10
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X 5.5-7.5 mm, basalmente con un anillo oscuro, los estrobilos miden 35 X 16 mm y
apiculados (Figura 7), naciendo en los tallos jovenes entre septiembre y
noviembre, las esporas son grandes (45-59um), brillantes y presentan elateres y
los estomas estan distribuidos en lineas simples. (Tejero, et al. 1998).

Figura 7. Caracteristicas de E. hyemale: A. Estrobilo apiculado de 36 X16 mm; B. Se muestra el

material herborizado; C. Las crestas van de 20 a 24 y D. las esporas son grandes.
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8.2 Obtencion de extractos de Equisetum hyemale

Se realizd la extraccion selectiva en frio de las partes aéreas de la planta con tres
disolventes de diferente polaridad: hexano, cloruro de metileno y metanol.

La parte aérea de la planta fue secada a la sombra durante tres dias
posteriormente se cortd en trozos aproximados de 1 cm y se extrajo con 8 L de
disolvente (con el siguiente orden: hexano, cloruro de metileno y metanol) a
temperatura ambiente durante tres dias por disolvente (técnica conocida como
maceracion) (Figura8). Transcurrido dicho tiempo el material vegetal se separé por
filtracion. El filtrado se evapor6é al vacio en un Rotavapor (Modelo BUCHI
Switzerland R-210 y Heating Bath B-491) (Figura 9), el residuo vegetal se sometio
a dos extracciones mas con el mismo disolvente correspondiente. Posteriormente
el residuo del material vegetal fue macerado 72 horas (tres veces) con cloruro de
metileno y después con el metanol, siguiendo el mismo procedimiento que con el

primer disolvente hexano.

Figura 8. Técnica de maceracion de Equisetum hyemale
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Finalmente el residuo vegetal obtenido de la extraccidn con cloruro de metileno se
extrajo con metanol y el material vegetal de E. hyemale fue desechado. Las
extracciones con los tres disolventes se realizaron en el Laboratorio de Productos
Naturales, Area de Quimica, Universidad Auténoma Chapingo. En el diagrama 1

se resume la técnica de obtencion de extractos de los diferentes disolventes.

Figura 9. Evaporacion a presion reducida

Los pesos finales de la obtencidbn de cada extracto fueron: para el extracto
hexanico 12 g, para el extracto de cloruro de metileno 7 g y para el extracto

metandlico 45 g (Figura 10).

Figura 10. Extracto metandlico, cloruro de metileno y hexanico
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Diagrama 1. Proceso general para la obtencion de extractos de E. hyemale con tres disolventes:

hexano, cloruro de metileno y metanol
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8.3 Obtencion de las cepas
8.3.1 Dermatofitos

Los hongos a evaluar con los diferentes extractos de E. hyemale fueron donados
por el Dr. Rubén Lépez Martinez, Jefe de Laboratorio de Micologia Médica y por
la Bidloga Elva Bazan Mora del Departamento de Microbiologia y Parasitologia,
Facultad de Medicina, UNAM, siendo las cepas: Epidermophyton floccosum con
clave FM651 y Trichophyton rubrum con clave FM881. Se vigorizaron las cepas
FM651 y FM881 en medio Borelli, inoculado un total de 6 cajas de Petri, con tres

repeticiones para cada hongo.
8.3.2 Fitopatégenos

Se adquirieron naranjas (Citrus sinensis) en el mercado con sintomatologia en
estado de pudricién y aspecto con presencia de hongos, aislandose directamente
de la cascara de naranja el fitopatdgeno Penicillium italicum; mientras que el
hongo Alternaria solani se aislo del tomate (Physalis ixocarpa), dichos tomates se
seleccionaron por la presencia de manchas circulares negras. Ambos hongos
fueron identificados por la Dra. Maria Sol Robledo y Monterrubio. Para el cultivo
de cada hongo se utilizé medio Papa Dextrosa Agar (PDA), inoculando tres cajas
de Petri por hongo por método de estria, se incubaron a 29°C durante 7 dias. Al
tener ya el hongo puro se inoculd en varias cajas de Petri, tapando, sellando y
fechando colocandolas en la incubadora a 29°C. Teniendo un total de seis cajas

de Petri, es decir, 3 inoculaciones para A. solani y P. italicum.
8.4 Pruebas de extractos en Dermatofitos

Teniendo las cepas ya vigorizadas, se dividié en cuatro partes el experimento: a)
elaboracién de la solucion madre del extracto, b) preparaciéon del medio de cultivo,
c) obtencién del Itraconazol a partir de un producto comercial y d) siembra del

hongo con los diferentes extractos y producto antimicético comercial.
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a) Elaboracion de la solucidbn madre del extracto hexanico

Se esterilizd un litro de agua destilada entre 15 y 20 Ib/pulg® en la autoclave
Modelo Metron Kg/cm Ib/pulg® (0-55). En condicién de asepsia en un vaso de
precipitados de 15 ml, se pesaron en la balanza granataria 0.2 g de extracto
hexanico dentro de la Campana de Flujo Laminar se agregaron al extracto 6 gotas
de Tween 80 vy 0,5 ml de acetona (Chattapadhyay y Dureja, 2006), con un
agitador se disolvi6 el extracto, se agreg6 agua estéril al vaso de precipitados, al
tener el extracto se vacidé la soluciébn madre aforando la solucién a 400 ml de

disolucién, se sonicd (Sonicador modelo Cole-Parmer 8890) durante 15 minutos.

La solucidn madre del extracto hexanico utilizada correspondié a 0.2 g, los
calculos se tomaron a partir de anteriores experimentos de prueba realizados en
el Laboratorio de Agroecologia (UACh), donde se determinaron Ilas
concentraciones para el experimento: [50], [75] y [100] ppm, ademas de hacer una
prueba negativa (control) y pruebas con disolvente correspondiente al extracto (1
ml) y Tween (6 gotas) ambos actuando como testigos, ademas de existir un
control positivo, antimicético itraconazol, disuelto en medio de cultivo Borrelli

utilizando las mismas concentraciones que el extracto.

En la tabla 1 se muestran las cantidades correspondientes a la disolucion del
extracto hexanico en partes por millon (ppm) y de agua destilada para

complementar la elaboracién del medio de cultivo.

Tabla 1. Cantidades para la realizacion de los medios de cultivo con las diferentes

concentraciones a partir de la solucién madre del extracto hexanico

Tratamiento Medio ml de H,O ml disolucién de [ppm]
destilada la solucion madre

1 Borelli 160 40 [100]

2 Borelli 170 30 [75]

3 Borelli 180 20 [50]

4 Borelli 200 0 [0] control negativo

5 Borelli 200 0 Disolvente 1 ml
(testigo)

6 Borelli 200 0 Tween 6 gotas
(testigo)
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b) Preparacion del medio de cultivo Borelli

Para hacer el medio de cultivo Borelli, se necesitaron matraces correspondientes
al numero de tratamientos (concentraciones) se le agregé la cantidad
correspondiente a la taba 1 de agua destilada, se esterilizdé por 30 minutos a una

presion de 15-20 Ib/pulg?.

Al estar tibio el medio de cultivo, se adicionaron los mililitros de la disolucion
madre del extracto para completar los 200 mililitros. En el tratamiento testigo
Tween se le agregaron 6 gotas al medio de cultivo y al tratamiento testigo
Disolvente se le agregd 1 ml. Se movieron los matraces por tres minutos en el
sonicador, se vertid el medio en las cajas de Petri. Al tener medio de cultivo
solidificado se etiquetaron y sellaron con Parafiim para evitar alguna

deshidratacion.
c) Obtencion de Itraconazol a partir de un producto comercial

Al no contar con una muestra de Itraconazol en el laboratorio, se decidié extraerlo
de las capsulas de un producto comercial (Isox®) cuyo contenido es de 100 mg
por capsula. Considerando que Itraconazol esta combinado con un excipiente que
es carboximetil celulosa (CMC). Fue necesario sacar el contenido de 3 capsulas y
deshacer dicho contenido con ayuda de un mortero y 10 ml de CH»Cl, agitandose
magnéticamente por 30 minutos. Se filtro. Lo filtrado se pasé al Rotavapor a una

temperatura de 20°C. Obteniéndose la sustancia activa.

El uso de ltraconazol es necesario para los experimentos, siendo el control
positivo, para las cepas FM881 y FM651 (De Baule, 1996), fue necesario hacer
medios de cultivo con concentraciones, 50 ppm, 75ppm, 100 ppm y el control

negativo, para comparar con las mismas concentraciones de los extractos.
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d) Siembra del hongo

Se llevo a cabo la técnica de Robledo et al. (2009), una vez vigorizadas las cepas
(30 dias antes de sembrar los hongos) FM651 y FM881, con un sacabocados
estéril, se tomaron discos de micelio de 6 mm de diametro, el cual fue inoculado al
centro de cada caja de Petri. Se hicieron tres repeticiones por concentracién y por
testigos (Tween y disolvente), dando un total de 36 cajas de Petri sembradas por
ambas cepas (FM651 y FM881). Se incubaron a una temperatura de 36°C durante
un mes hasta alcanzar el crecimiento total (diametro total 80 mm) de la caja de
Petri.

La medicién del crecimiento radial del hongo consistio en dibujar dos ejes
perpendiculares en la parte del revés de la caja de Petri quedando un eje “X” que
se le asigno la letra B y un eje “Y” correspondiente a la letra A. (Figura 11). El
registro del crecimiento radial se realiz6 diariamente por la medicion el eje Ay el
B.

Figura 11. Medicién con ejes del crecimiento radial del hongo.

Para la elaboracién de la solucion madre, preparacién del medio de cultivo y sus
respectivas concentraciones de solucion madre y la siembra del hongo de los

extractos cloruro de metileno y metandlico se us6 el mismo procedimiento utilizado
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en el extracto hexanico. Quedando un total de 108 cajas inoculadas con los
extractos correspondientes, concentraciones por triplicado y hongo (E. floccosum

y T. rubrum).

8.5 Prueba de extractos en hongos fitopatégenos

La prueba de extractos hexanico, cloruro de metileno y metandlico en Penicillium
italicum y en Alternaria solani, para observar el crecimiento de los hongos
consistié en: a) elaboracién de la solucion madre del extracto hexanico, b)

preparacion del medio de cultivo y ¢) siembra de los hongos.

Los calculos para realizar la solucion madre se realizaron a partir de las
concentraciones seleccionadas basadas en pruebas realizadas con anterioridad
en el Laboratorio de Agroecologia (UACh) a la experimentacion final, eligiendo las
concentraciones 250, 500, 1000, 1250 y 1500 ppm (Tabla 2.)

Tabla 2. Cantidades de tratamiento para la realizacion de los medios de cultivo con las diferentes

concentraciones a partir de la solucién madre del extracto hexanico

Tratamiento Medio ml de H20 ml disolucion del [ppm]
destilada extracto

1 PDA 140 60 [1500]

2 PDA 150 50 [1250]

3 PDA 160 40 [1000]

4 PDA 180 20 [500]

5 PDA 190 10 [250]

6 PDA 200 0 [0] (control
negativo)

7 PDA 200 0 Disolvente 1 ml
(testigo)

8 PDA 200 0 Tween 6 gotas
(testigo)
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a) Elaboracién de la solucion madre del extracto hexanico

Se esterilizo un litro de agua destilada entre 15 y 20 Ib/pulg? en la autoclave. En
condicién de asepsia en un vaso de precipitados de 15 ml, se pesaron en la
balanza granataria 1.25 g de extracto hexanico dentro de la campana de flujo
laminar se agregaron al extracto 6 gotas de Tween 80 y 0,5 ml de acetona
(Chattapadhyay y Dureja, 2006), con un agitador se disolvio el extracto, se agrego
en un matraz de 200 ml aforando la solucién con agua destilada estéril, se sonicd

durante 15 minutos.

Para cada extracto (hexano, cloruro de metileno y metanol) se realizd el

procedimiento anteriormente mencionado.
b) Preparacion del medio de cultivo

La preparaciéon del medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar de BIOXON®) se
bas6 en la tabla 2, se utilizaron un total de 8 matraces para tener los diferentes

tratamientos (concentraciones, control y testigos).

Se prepard el medio de cultivo. Al estar tibio éste se agregaron los mililitros

restantes de la solucibn madre del extracto.
c) Siembra de los hongos

Las cepas anteriormente vigorizadas de P. italicum vy de A. solani, se utilizaron
para la técnica de Diametro conocido con la concentracibn y extracto

correspondiente. Este procedimiento es igual al de los hongos dermatofitos.

En el diagrama 2, se indica la técnica de la elaboracién del medio de cultivo con la
solucion madre de los tres extractos, quedando un total de 144 cajas inoculadas

con los extractos, concentraciones, hongos y por triplicado.
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Extractos de E. hyemale

Hexano

Cloruro d

e metileno

Metanol

Preparacion de Solucion Madre para cada extracto

Preparacion medios de cultivo Borelli para dermatofitos y medio PDA para fitopatdgenos
con la solucién madre en diferentes concentraciones (3 repeticiones por concentracion y

control)

Siembra de los hongos

Dermatofitos

\

(3 extractos, 2 hongos, 6
concentraciones (incluye
testigo y controles Tween y
disolvente), 3 repeticiones por
tratamiento: 108 cajas
inoculadas

. J

Fitopatbgenos

(3 extractos, 2 hongos, 8\

tratamientos (incluye
testigo y controles Tween
y disolvente), 3
repeticiones: 144 cajas
inoculadas

. _J

Diagrama 2. Proceso general para la elaboracion de la solucion madre en los diferentes medios
de cultivo e inoculacion de hongos dermatofitos y fitopatogenos.
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8.6 “Prueba de germinacion de esporas” en dermatofitos y

fitopatégenos.
8.6.1 Método para preparacion de la soluciéon valorada de esporas

El cultivo de hongos (dermatofitos y fitopatogenos) al presentar esporas se
realizé la solucién valorada de esporas. Cuidadosamente con una espatula se
tomé la parte aérea de los hongos, al tener las esporas se pusieron en un vaso de

precipitados de 15 ml, agregandole agua destilada estéril y 1ml de Tween.

De acuerdo con Robledo et al. (2009), se prepard una solucion valorada de
esporas 1X108 esp/mi, Para ello fue necesario utilizar una camara de Neubauer para
obtener el numero de la solucién valorada de esporas, el conteo se realizé en un
cuadrante subdividido en nueve cuadrados de la camara de Neubauer (Figura
12).

Figura 12. Conteo de esporas de P. jtalicum en 9 campos diferentes en la camara de Neubauer
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8.7.2 Realizacion de la Camara humeda para los hongos:

dermatofitos y fitopatéogenos

Las rejillas de acrilico utilizadas para la camara humeda se desinfectaron en
hipoclorito de sodio al 10% con agua destilada estéril, enjuagandolas con agua
destilada estéril, posteriormente se colocaron por dos horas en la campana de

flujo laminar con luz UV.

Para preparar las camaras humedas fue necesario cortar papel filtro del diametro
de las cajas de Petri de vidrio, encima del papel se colocé la rejilla estéril
agregando 5 ml de agua destilada. Sobre un portaobjetos se colocaron tres
circulos de medio de cultivo (Borelli y PDA) con las diferentes concentraciones
cuyo diametro corresponde a 20 mm teniendo una separacion de 7 mm entre
cada circulo. Se colocaron con la micropipeta 100 ul de solucion valorada de

esporas al centro de cada circulo cubriéndolos con un cubreobjetos (Figura 13).

Figura 13. Camara humeda para el conteo de germinacion de esporas

Para cada especie se realizaron tres repeticiones, es decir, poniendo tres circulos

de medio de cultivo por cada camara humeda, con su respectiva concentracion y
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testigos. Se obtuvieron 6 cajas para cada dermatofito y 8 cajas para los
fitopatogenos. El conteo de esporas germinadas se realizd cada 12 horas durante
2 dias, este conteo se llevd a cabo en los circulos de medio de cultivo
correspondientes a los hongos, tomando al azar 10 campos diferentes y
registrando asi las esporas germinadas. Se considerd una espora germinada,
cuando la longitud del tubo de germinacién fue mayor que el de la espora (Cole,
1994).

8.8 Analisis de datos

Se tomaron medidas cada 24 horas del crecimiento radial (micelial) de los hongos
dermatofitos y fitopatdgenos se obtuvieron los promedios de crecimiento (mm), la
velocidad de crecimiento radial (mm/hr), se analizaron y graficaron mediante los
programas OriginPro 8 SRO v8.0724(B724) y Microsoft Excel 2010.

Para los resultados obtenidos del conteo de germinacion acumulada de esporas
se calcul6 por conteo azaroso por disco en diez campos diferentes en el medio de
cultivo, graficandose dicho promedio dependiendo del extracto, concentracion vy

especie de hongo.

33



9. RESULTADOS

9.1 Prueba de extractos en el crecimiento radial en dermatofitos

Los dermatofitos Epidermophyton floccosum y el Trichophyton rubrum presentan
diferentes crecimientos significativos en las diferentes concentraciones 50, 75 y
100 ppm dependiendo del extracto en que crezcan y en comparacion al control.
Ambos hongos en el tratamiento testigo Tween presentaron una disminucion en el

crecimiento radial

Cabe sefialar que en los diferentes extractos (hexanico, cloruro de metileno y
metandlico) al realizar la prueba de crecimiento con el tratamiento testigo Tween el
hongo Epidermophyton floccosum presenta un crecimiento similar de 0.01558 mm
correspondientemente y el Trichophyton rubrum un crecimiento de 0.01486 mm
respectivamente. Al compararse con las diferentes concentraciones de los
extractos organicos, el control y el testigo disolvente, indican que el testigo Tween
presenta un efecto significativo en el hongo provocando una disminucién en el
crecimiento radial del hongo, por ello en las graficas correspondientes a los
hongos dermatofitos no se evaluara a detalle el crecimiento radial del testigo
Tween. EI Tween no deberia de afectar dicho crecimiento ya que es un
emulsificador y surfactante no téxico del hongo por lo que es necesario reajustar la

cantidad de Tween a utilizar en posteriores experimentos.

En el apéndice/anexo de este trabajo se presentan diferentes graficas de la
velocidad (mm/hrs) del crecimiento radial de los hongos dematofitos y
fitopatogenos para tener un complemento de las graficas del crecimiento radial

con los diferentes extractos.

Epidermophyton floccosum con el extracto hexanico

En la grafica 1 indica que el extracto hexanico afecta siginificativamente el

crecimiento radial de Epidermophyton floccosum en las concentraciones 75 ppm y
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100 ppm, cuyo crecimiento en la primer concentracion corresponde a 0.00825 y la
segunda a 0 mm, esta ultima evita el crecimiento radial (Figura 14).El testigo
Tween es el tercer tratamiento que reduce el crecimiento radial. La velocidad de
crecimiento es muy variable en las diferentes concentraciones; el control,
concentracion 50 ppm y testigo disolvente tienen una velocidad de crecimiento

radial similar (ver Apéndice, grafica 1.1)
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Gréfica 1. Crecimiento radial de Epidermophyton floccosum con extracto hexanico

Figura 14. Hongo Epidermophyton floccosum inhibido por el extracto hexanico en concentracién de 100 ppm
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Epidermophyton floccosum con extracto de cloruro de metileno

El extracto de CH,Cl, en la concentracion 75 ppm (grafica 2) muestra una
disminucién del crecimiento radial (0.01461 mm) de E. floccosum, dicho
crecimiento puede ser afectado por la polaridad del extracto, ya que el cloruro de
metileno presenta una polaridad media al comparase con los extractos hexanico y
metanolico, el control Tween de nuevo reduce significativamente el crecimiento
radial, mientras que el testigo, concentracion 50 y 100 ppm no afecta el

crecimiento radial del hongo.
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Grafica 2. Crecimiento radial de E. floccosum con extracto de cloruro de metileno
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Epidermophyton floccosum con el extracto metandlico

El crecimiento radial de E. floccosum es constante en los tratamientos: testigo,
control disolvente, concentraciones 50 y 75 ppm. El hongo en la concentracion
100 ppm a partir del dia 20 indica una diminucioén en el crecimiento radial (Grafica
3)
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Graéfica 3. Crecimiento radial de Epidermophyton floccosum con extracto metanoélico

Trichophyton rubrum con extracto hexanico

En la grafica 4 se puede observar que el crecimiento radial de Trichophyton
rubrum es variable dependiendo de las concentraciones del extracto. En
concentracion 50 ppm presenta un crecimiento de 0.02 mm que al compararse
con la concentraciéon 75 ppm (0.01648 mm) y 100 ppm (0 mm) el crecimiento va

disminuyendo hasta detenerse en la maxima concentracion utilizada (Figura 15).
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El control disolvente provoca una disminucion (0.01156 mm) en el crecimiento

radial incluso reduce mas el crecimiento que el testigo Tween (0.01486 mm) .
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Grafica 4. Crecimiento radial de T. rubrum con extracto hexanico
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Figura 15. Inhibicion total del hongo Trichophyton rubrum en presencia de extracto hexanico
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Trichophyton rubrum con extracto de cloruro de metileno

El extracto organico cloruro de metileno y las diferentes concentraciones donde
crece el hongo T. rubrum indican que no afectan significativamente el crecimiento
del hongo debido a la polaridad del extracto (Grafica 5). El crecimiento del hongo
en el testigo Tween se ve afectado ya que disminuye el crecimiento radial
(0.01486 mm).
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Gréfica 5. Crecimiento radial de T. rubrum con extracto de cloruro de metileno
Trichophyton rubrum con el extracto metanoélico

En la grafica 6 el hongo T. rubrum al crecer en las diferentes concentraciones
del extracto metandlico presenta un crecimiento variable, es decir, al compararse
el control (0.0183 mm) con las concentraciones 50 ppm cuyo crecimiento es
0.02521 mm, 75 ppm es 0.03155 mm y 100 ppm es 0.03039 mm indica que el
extracto metandlico promueve el crecimiento radial del hongo significativamente

que el testigo. El testigo Tween reduce el crecimiento radial del hongo
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Gréfica 6. Crecimiento radial de T. rubrum con extracto metanélico

Tabla 3. Velocidad de crecimiento radial (mm/hr) de dermatofitos en diferentes extractosy

concentraciones.

Cepa Extracto Control 50 ppm 75 ppm 100 ppm Testigo Tween Testigo
Disolvente '

Epidermophyton  CgH14 0.03174+0.00047  0.02602+0.0004 0.00825+0.0004 0+0 0.01558+0.00018  0.02938+0.00039
floccosum

Epidermophyton  CH,Cl, 0.02526+0.00082  0.02292+0.0003 0.01461+0.00053  0.02339+0.00053  0.01558+0.00018  0.03097+0.00041
floccosum

Epidermophyton  CH;OH 0.02281+0.0002 0.0276+0.00044 0.02963+0.0004 0.02189+0.00099  0.01558+0.00018  0.02882+0.00059
floccosum

Epidermophyton Itraconazolz 0.02626+0.00048  0.01392+0.00036 0.01759+0.00033  0.01868+0.00018  ----—- -
floccosum

Trichophyton CeH1g 0.02158+0.0015 0.02+0.0016 0.01648+0.00157  0+0 0.01486+0.00087  0.01156+0.00086
rubrum

Trichophyton CH,Cl, 0.02633+0.00091  0.01997+0.00079  0.0204+0.00089 0.02289+0.00047  0.01486+0.00087  0.02502+0.00171
rubrum

Trichophyton CH;0H 0.0183+0.00084 0.02521+0.00107  0.03155+0.00138  0.03039+0.00129  0.01486+0.00087  0.02787+0.00071
rubrum

Trichophyton |tr‘.ﬂconazo|2 0.03185+0.00082  0.00665+0.00065 0.00775+0.00034  0.01343+0.00067 ----- -

rubrum

Corresponde al testigo, es decir,, se agregd 1 ml de disolvente correspondiente al que se utilizé para el extracto que se esta

probando.

Itraconazol corresponde al control positivo para una comparacion del crecimiento radial con las concentraciones que se utilizaron
en los diferentes extractos.
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Epidermophyton floccosum con antimicético (ltraconazol)

El antimicético utilizado como control positivo en este trabajo, presento resultados
significativos en el crecimiento radial de E. floccosum en diferentes
concentraciones de dicho antimicético. La concentracion 50 ppm tuvo un
crecimiento radial de 0.001392 mm resultando la concentracibn donde hubo
menor crecimiento (Grafica 7), las concentraciones 75 ppm (0.01759 mm) y 100

ppm (0.01868 mm) no tienen un efecto en reducir el crecimiento del hongo,

En la grafica 8 se oberva la comparacién entre concentracion 100 ppm (0 mm) del
extracto hexanico con la concentracion 50 ppm (0.1392 mm) del antimicético, el
crecimiento del hongo tiene efectos de inhibicion (extracto hexanico) y de
disminucién de crecimiento lento (antimicético), en la tabla 3 se aprecian los
diferentes crecimientos de E. floccosum vy T. rubrum entre el extracto hexanico y

antimicético.
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Grafica 7. Crecimiento radial de E. floccosum con antimicotico
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Gréfica 8. Comparacién entre Epidermophyton floccosum en las concentraciones mas
significativas del tratamiento extracto hexanico y antimicético comercial

Trichophyton rubrum con antimicético (ltraconazol)

El hongo Trichophyton rubrum muestra una disminucion en el crecimiento radial
dependiendo de la concentracién, donde la concentracion que controla mas el
crecimiento del hongo corresponde a 75 ppm 0.00775 mm, la concentracion
menos efectiva es 100 ppm 0.01343 mm (Grafica 9). El control indica que el
antimicético si afecta el crecimiento del hongo pero sin llegar a evitar el el

crecimiento radial de T. rubrum.

En la grafica 10 se observa la comparaciéon de crecimiento radial de T. rubrum de
la concentracion 100 ppm del extracto hexanico y la concentracién 75 ppm de
antimicotico notandose que existen diferencias significativas entre los diferentes

tratamientos.
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Grafica 9. Crecimiento radial de T. rubrum con antimicotico
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Gréfica 10. Comparacion entre Trichophyton rubrum en las concentraciones mas significativas del
tratamiento extracto hexanico y antimicdtico comercial

43



9.2 Prueba de extractos en el crecimiento radial de fitopatégenos
Alternaria solani con extracto hexanico

El testigo tuvo un crecimiento radial de 0.09064 mm siendo mas rapido al
compararse con las concentraciones 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 1250 ppm,
1500 ppm, control solvente y control Tween) todos los datos representados en la
grafica 11 no tienen diferencia significativa, es decir, que Alternaria solani al
crecer lentamente en extracto hexanico no sufre algun efecto que disminuya o

controle dicho crecimiento radial (Figura 16).
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Grafica 11. Crecimiento radial de A. solani con extracto hexanico

Figura 16. Comparacion del crecimiento micelial de A. solani en extracto hexanico: a. Concentracion

1000 ppm, b. Concentracién 1250 ppm y c. Concentracion 1500 ppm.
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Alternaria solani con extracto de cloruro de metileno

El extracto de cloruro de metileno no tiene algun efecto significativo para disminuir

el crecimiento radial del hongo, las concentraciones 250 ppm, 500 ppm, 1000

ppm, 1250 ppm y 1500 ppm crecen constantemente (Grafica 12).
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Grafica 12. Crecimiento radial de A. solani con extracto de cloruro de metileno

Alternaria solani con extracto metanoélico

En la grafica 13 se observan diferencias en el crecimiento radial de A. solani al

comparar las concentraciones, la disminucién del crecimiento se da a partir de la

concentracion 1000 ppm (0.0535 mm) hasta la concentraciéon 1500 ppm (0.02472

mm).
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Grafica 13. Crecimiento radial de A. solani con extracto metanolico

Penicillium italicum con extracto hexanico

El fitopatdgeno Penicillium italicum si presenta un efecto en el extracto hexanico,
provocando que al aumentar las concentraciones de extracto se disminuya el
crecimiento radial del hongo (Grafica 17). El testigo tiene un crecimiento radial
rapido de 0.1479 mm que al compararse con la mayor concentracion del extracto
(1500 ppm) cuyo crecimiento es 0.01919 mm resulta que P. italicum es

susceptible a dicho extracto (Grafica 13.)
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Grafica 14. Crecimiento radial de P. jtalicum con extracto hexanico

Figura 17. Extracto hexanico en donde se compara el crecimiento de P. italicum en diferentes

concentraciones: a. concentracion 1000 ppm, b. 1250 ppm y c. 1500 ppm
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Penicillium italicum con extracto de cloruro de metileno

El crecimiento radial de P. italicum en el extracto de cloruro de metileno en las
diferentes concentraciones no muestra que afecte el crecimiento del hongo
(Gréfica 15).
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Grafica 15. Crecimiento radial de P. italicum con extracto de cloruro de metileno
Penicillium italicum con extracto metanodlico

El crecimiento radial de P. italicum a partir del tercer dia es afectado por el
extracto metandlico en las concentraciones 1250 ppm (0.02473 mm) y 1500 ppm
(0.01921 mm). Las concentraciones 250 ppm, 500 ppm, testigo disolvente, testigo

Tween y testigo no muestran datos relevantes (Grafica 16).
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Grafica 16. Crecimiento radial de P. jtalicum con extracto metanélico

Tabla 4. Velocidad de crecimiento radial (mm/hr) de fitopatégenos en diferentes
concentraciones.

extractos vy

Cepa

Alternaria
solani

Alternaria
solani

Alternaria
solani

Penicillium
italicum

Penicillium
italicum

Penicillium
italicum

Extracto

C6H14

CHxCl;

CH30OH

CeHua

CHCl;

CH30H

Control

0.09064+
0.00627

0.09064+
0.00627

0.08903+
0.00213

0.1479+
0.00611

0.1479+
0.00611

0.1479+
0.00611

250 ppm

0.08328+
0.00317

0.08328+
0.00716

0.09064+
0.00627

0.12348+
0.00415

0.15771+
0.01002

0.13552+
0.01498

500 ppm 1000 ppm
0.08783% 0.08083+
0.00219 0.00304
0.07219+ 0.08156+
0.00657 0.00195
0.07803+ 0.07911%
0.00751 0.00714
0.11924+ 0.04105+
0.00948 0.00557
0.14357+ 0.12524+
0.01145 0.01765
0.13552+ 0.05195+
0.02399 0.00974

1250 ppm

0.08322+
0.00234

0.08358+
0.00173

0.0535+
0.00393

0.02481+
0.0036

0.136%
0.01583

0.04186+
0.00635

1500 ppm

0.07461+
0.00217

0.08003+
0.00153

0.03011+
0.00214

0.01919+
0.00306

0.1311%
0.01341

0.04552+
0.00493

Testigo

Tween
0.08903+
0.00213

0.08903%
0.00213

0.02472+
0.00223

0.13586+
0.00816

0.13586%
0.00816

0.13586%
0.00816

Testigo
Disolvente'
0.06475%
0.00418

0.08794+
0.00502

0.07947+
0.00293

0.13419+
0.01126

0.14695+
0.01759

0.14538+
0.01497

1. Corresponde al testigo, es decir, se agregé 1 ml de disolvente correspondiente al que se utilizé para e extracto

que se esta probando.
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9.3 Germinacion de esporas en dermatofitos
Epidermophyton floccosum con extracto hexanico

La germinacion de esporas de Epidermophyton floccosum en el extracto hexanico
tiene efectos significativos, es decir, en la concentracion 100 ppm evita la
germinaciéon de esporas (0%), aun en la concentracion 75 ppm (82% de

germinacion) existio un gran numero de esporas germinadas (Grafica 17).
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Grafica 17. Germinacion de esporas de E. floccosum en sus diferentes concentraciones

Epidermophyton floccosum con extracto de cloruro de metileno

E. floccosum tiene una germinacion de esporas poco variable al crecer en el
extracto cloruro de metileno (Grafica 18). La germinacion a las 36 h se encuentran
entre los valores 85.9 % (testigo disolvente), 85.8% (testigo Tween), 84.2 %
(Control), 84.7 (50 ppm), 83.4% (75 ppm) y 84.4 % (100 ppm).
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Grafica 18. Germinacion de esporas de E. floccosum en sus diferentes concentraciones

Epidermophyton floccosum con extracto metandlico

La grafica 19 indica una germinacién constante, es decir, se va incremento la

germinacién de esporas, esta germinacion final

en el control corresponde al

88.8% que al compararse con las demas concentraciones no representan datos

significativos.
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Grafica 19. Germinacién de esporas de E. floccosum en sus diferentes concentraciones
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Trichophyton rubrum con extracto hexanico

En la grafica 20 el hongo Trichophyton rubrum presentd datos significativos en la
inhibicion de la germinacion de esporas, el testigo tuvo una germinacion final de
86.3% que al compararse con la concentracién 100 ppm que tuvo una germinaciéon
de esporas de 0%.La concentracién 75 ppm tiene una germinacion variable a las
12 y 24 horas, pero a las 24 y 36 horas disminuye drasticamente la germinacion

debido al efecto del extracto hexanico sobre T. rubrum.
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Grafica 20. Germinacion de esporas de T. rubrum en sus diferentes concentraciones.

Trichophyton rubrum con extracto de cloruro de metileno

La grafica 21 indica que el extracto de cloruro de metileno no afecta en la
inhibiciobn de la germinacion de esporas de T. rubrum en ninguna de las
concentraciones. En la tabla 5 es posible ver el porcentaje de germinacion de las

diferentes concentraciones y la especie de hongo.
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Grafica 21. Germinacion de esporas de T. rubrum en sus diferentes concentraciones
Trichophyton rubrum con extracto metanolico

Al igual que la grafica 22 se puede observar que el extracto metandlico en las
diferentes concentraciones utilizadas no afecta la germinacion de esporas de T.
rubrum. En la tabla 5 se resumen los porcentajes de germinacion entre los

diferentes extractos y hongos.
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Grafica 22. Germinacién de esporas de T. rubrum en sus diferentes concentraciones
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Tabla 5. Porcentaje de germinacidon de esporas de dermatofitos en diferentes extractos y
concentraciones (ppm).

Dermatofitos Extracto Tiempo Control 50 75 100 Testigo Testigo
ppm ppm ppm Tween Disolvente
Epidermophyton floccosum CeH14 12 27.2 29.8 27.9 0 28.1 29.2
Epidermophyton floccosum CoHu1a 24 42.8 42.5 40.9 0 43.8 42.6
Epidermophyton floccosum CeH14 36 69.6 71.4 68 0 71.0 711
Epidermophyton floccosum CoHua 48 86.6 85.5 82.1 0 85.6 87.6
Epidermophyton floccosum CHCl, 12 28.8 27.1 29.7 28.1 29.3 28.8
Epidermophyton floccosum CH.Cl, 24 44.2 42.9 44 441 43.6 43.1
Epidermophyton floccosum CHCl, 36 71.6 71 70.1 70.6 71.4 721
Epidermophyton floccosum CH.Cl, 48 84.2 84.7 83.4 84.4 85.8 85.9
Epidermophyton floccosum CH;0H 12 28.1 28.8 28.6 28.1 30.0 29.2
Epidermophyton floccosum CH;0H 24 43.2 41.9 42.6 43.4 45.6 45.5
Epidermophyton floccosum CH3;0H 36 70.5 71.4 71.3 69.7 711 70.5
Epidermophyton floccosum CH;0H 48 88 84.3 85.1 84.1 85.3 84.3
Trichophyton rubrum CeHua 12 28.5 8.5 32 0 29.2 28.8
Trichophyton rubrum CeH1q 24 45.8 27.2 44.2 0 46.5 47
Trichophyton rubrum CeHu1a 36 73.5 58.8 2.9 0 74.2 741
Trichophyton rubrum CeH1q 48 86.3 74.1 5.3 0 85.9 87.2
Trichophyton rubrum CH.Cl, 12 25.3 24.5 24.5 22.9 24.9 251
Trichophyton rubrum CH.Cl, 24 43.3 40 39.6 38.7 42.5 42.6
Trichophyton rubrum CH.Cl, 36 71.8 69.2 68.6 69.4 69.9 71.8
Trichophyton rubrum CH.Cl, 48 88.1 85.8 85.2 85.4 87.1 87.6
Trichophyton rubrum CH3;0H 12 29.3 24.7 24.5 24.3 26.9 27.9
Trichophyton rubrum CH3;0OH 24 46 44.8 45.3 447 46.3 45.3
Trichophyton rubrum CH3;0H 36 72.8 69.1 70.1 70.1 73.6 73.3
Trichophyton rubrum CH3;0OH 48 88.8 85.6 85.6 85.6 87.3 88.5
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9.4 Germinacion de esporas en fitopatégenos

La grafica 23 muestra que la germinacién de esporas de Alternaria solani en sus
diferentes concentraciones de extracto hexanico no representa datos
significativos; el testigo tiene una germinacién final de 57.1% (germinacién
constante), las concentraciones 1000 ppm, 1250 ppm y 1500 ppm de extracto
hexanico en un tiempo de 12 horas la germinacién es menor al compararse con el
testigo. Las concentraciones del control Tween y control disolvente a las 36 horas

la germinacion se estabiliza.
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Grafica 23. Germinacién de esporas de A. solani en sus diferentes concentraciones
Alternaria solani con extracto de cloruro de metileno

El extracto de cloruro de metileno no reduce el porcentaje de germinacion de A.
solani. El testigo indica una germinacion final de 69.1%, comparada con las demas
concentraciones del extracto cloruro de metileno se aprecia que no existen

diferencias significativas en el porcentaje de germinacion (Grafica 24).
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Grafica 24. Germinacion de esporas de A. solani en sus diferentes concentraciones

Alternaria solani con extracto metanélico

Alternaria solani presenta una disminucidén en la germinacién de sus esporas al
aumentar las concentraciones del extracto metandlico. El porcentaje del testigo a
las 48 h. corresponde a 73.6%, la germinacion de la concentracion 250 ppm es
47,6%; 500 ppm es 37%; 1000 ppm es 26%; 1250 ppm es 21.6% y 1500 ppm es
16% (Grafica 25).
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Grafica 25. Germinaciéon de esporas de A. solani en sus diferentes concentraciones
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Penicillium italicum con extracto hexanico

En la grafica 26 el extracto hexanico provoca en Penicillium italicum variaciones
en el porcentaje de germinacién, el mayor porcentaje de germinacién (48 horas)
registrado corresponde al testigo 95.3%, control Tween 89.1% y control disolvente
90.6%, al aumentar las concentraciones provoca una disminucion en el porcentaje
de germinacion; las concentraciones 1000 ppm, 1250 ppm y 1500 ppm indican

resultados significativos para reducir dicha germinacion de esporas (Tabla 6.)
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Grafica 26. Germinacion de esporas de P. italicum en sus diferentes concentraciones
Penicillium italicum con extracto de cloruro de metileno

El extracto de cloruro de metileno muestra a las 24 horas poca disminucion en la
germinaciéon de esporas de P. jtalicum. El testigo a las 24 h. tiene una
germinaciéon de 74%, no varia el porcentaje de germinacion entre el testigo Tween
(74%) 'y control solvente (74%). Al comparar las concentraciones 250 ppm
(66.2%), 500 ppm (64.3%), 1000 ppm (64.3%), 1250 ppm (64.5%) y 1500 ppm
(66.2%) se nota un poca disminucién en germinaciéon de esporas de P. jtalicum. La

germinacion a las 48 horas se muestra en la grafica 27 que el testigo y control
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disolvente tuvieron 100% de germinacion, mientras que las concentraciones del
extracto de cloruro de metileno: 250 ppm (97%), 500 ppm (98.6%), 1000 ppm
(98.5%), 1250 ppm (99.3%) y 1500 ppm (97.5%).
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Grpafica 27. Germinacion de esporas de P. italicum en sus diferentes concentraciones

Penicillium italicum con extracto metandlico

La grafica 28 muestra que el extracto metandlico no afecta en la germinacién de
esporas, al comparar el control con las diferentes concentraciones del extracto no

se presentan datos significativos como se indica en la taba 6.
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Grafica 28. Germinacion de esporas de P. italicum en sus diferentes concentraciones
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Tabla 6. Porcentaje de germinacion de esporas de fitopatdgenos en diferentes extractos y concentraciones

Fitopatogenos Extracto Tiempo Control 250ppm 500ppm 1000ppm  1250ppm 1500pmm  Testigo Testigo
Tween Disolvente
Alternaria solani CeHu1s 12 27 27.6 271.7 22.7 22.9 221 26.4 26
Alternaria solani CeHia 24 30.2 29.3 29.7 26.7 27 27.4 29.7 30.1
Alternaria solani CeHu1s 36 451 46.1 47.3 49.7 50.4 48.2 44.6 49.4
Alternaria solani CeHia 48 57.1 447 48.6 49.2 49.7 48.4 44.9 50.6
Alternaria solani CHCl, 12 25.2 27 271 28.3 26.9 26.4 281 25.8
Alternaria solani CH,Cl, 24 29.5 29.2 31 30.1 28.6 30.2 29.7 30.3
Alternaria solani CHCl, 36 52.8 51.6 51.4 50.8 50.5 51.4 50.7 50.2
Alternaria solani CH,Cl, 48 69.1 66.1 64.6 65.9 64.5 64.5 68 68.1
Alternaria solani CH;30H 12 28.4 24 17.7 12 7.8 2.2 241 24.9
Alternaria solani CH;0H 24 30.7 24.7 25.8 15.1 10.9 5.3 27.4 29.6
Alternaria solani CH30OH 36 57.5 37.8 29.8 25.3 14.3 9.7 50.2 50.6
Alternaria solani CH3;0H 48 73.6 47.6 37 26 21.6 16.3 55.8 58.1
Penicillium italicum CeHia 12 61.4 49.2 27.2 1.2 0.8 0 60.8 62.2
Penicillium italicum CeHia 24 72.2 54.5 28.6 0.2 0 0 65.1 67.9
Penicillium italicum CeHia 36 88.1 61.8 315 0.5 0.1 0.1 72.8 71.4
Penicillium italicum CeHia 48 95.3 69.4 40.1 0.6 0.1 0.3 89.1 90.6
Penicillium italicum CH,Cl, 12 50.1 47.4 47.6 46.4 45.8 44.4 46.5 48.2
Penicillium italicum CH,Cl, 24 741 66.2 64.3 64.3 64.5 66.2 74 741
Penicillium italicum CH,Cl, 36 97.5 86.1 87.7 88.2 88.5 88.2 95.9 97.2
Penicillium italicum CH,Cl, 48 100 97 98.6 98.5 99.3 97.5 97.9 100.8
Penicillium italicum CH;0OH 12 58.1 58.7 58.9 57.9 58.5 58.7 58.9 58.2
Penicillium italicum CH;0H 24 78.7 76.1 76.8 76.8 76.8 76.1 77 78.2
Penicillium italicum CH;0OH 36 95.7 92.5 90.9 91.5 90.9 88.7 94.3 96
Penicillium italicum CH;0H 48 97.6 96.3 95.7 97.6 97.7 97.6 98.1 99.3
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10. Discusion

10.1 Analisis del crecimiento radial de dermatofitos

En los experimentos realizados en este trabajo con los diferentes extractos
organicos de Equisetum hyemale (hexanico, de cloruro de metileno y metandlico)
al evaluarlos con los hongos dermatofitos: Epidermophyton floccosum 'y
Trichophyton rubrum, se encontré que algunos extractos pueden afectar el

crecimiento radial de estos hongos.

Para eliminar la posibilidad de diferencias de tiempo de crecimiento de los hongos,
se retomaron en los datos registrados para dermatofitos a partir el quinto dia
puesto que es la muestra real en donde inicia el crecimiento de los hongos, por
ello en algunas graficas como la 1,2 y 3 correspondientes al crecimiento radial no

muestran un crecimiento maximo de 0.8 mm

Las graficas 2 y 3, muestran que el extracto de E. hyemale con metanol y de
cloruro de metileno, no inhiben o reduce el crecimiento radial de los dermatofitos,
mientras que el extracto hexanico muestra en la concentracién de 100 ppm un
crecimiento radial en ambos hongos (grafica 1 y 4) esto significa que por la no
polaridad del extracto hexanico de la planta E. hyemale contiene sustancias que
provocan en el hongo un control (disminucién) en el crecimiento radial. Al ir
aumentando la concentracidon de extracto hexanico disminuye el crecimiento
radial. La inhibicién del crecimiento del hongo tiene resultados contrastantes entre
la concentracion 75 ppm y 100 ppm, en donde en la concentracion 100 ppm los

hongos dejan de crecer.

Los resultados mostrados en las graficas 7 y 8 sefialan que el control positivo
(antimicotico) en la especie E. floccosum en concentracidon 50 ppm presenta el
mayor efecto de inhibicién del hongo. En la grafica 8 se compara la concentracion
que inhibe mas del extracto hexanico (100 ppm) y de la concentracién del

antimicético que controla mas el crecimiento radial (50 ppm) de E. floccosum.
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En la grafica 10 se puede comparar que tanto afecta el extracto hexanico en el
crecimiento radial del hongo Trichophyton rubrum, en la concentracion 100 ppm
del extracto presenta una inhibicidbn el crecimiento radial, el antimicotico en
concentracion 75 ppm es la mas efectiva para reducir el crecimiento radial del
hongo. Por lo tanto, la no polaridad del extracto hexanico provoca que contenga
ciertas sustancias que modifiquen algun ciclo de crecimiento del hongo. Segun
Zacchino y Gupta, (2007) los mecanismos de accidén de los antimicoticos actuan
en la membrana fungica, ya sea por dafio a la misma, por la union de proteinas o
la inhibiciéon de su biosintesis o la pared celular es afectada. Bonifaz en el 2010
menciona los diferentes efectos que puede sufrir un dermatofito para tener un
control sobre ellos, algunos ejemplos: inhibir la sintesis de proteinas, sintesis del

ergosterol, ruptura de membrana celular principalmente.

Se puede observar en las graficas de crecimiento radial de los dermatofitos que el
testigo Tween tiene un efecto significativo en el crecimiento radial, es decir, que
disminuye drasticamente el crecimiento en las diferentes concentraciones de los
extractos (CsCHy4, CH2Cl, y CH30H) puede deberse como se menciond en la
parte inicial de resultados en reajustar la cantidad de Tween a utilizar o hacer
previos experimentos para registrar los diferentes controles (disolvente y Tween) y
estandarizar el numero de repeticiones. No se descarta la posibilidad de la
composicion quimica del Tween 80 (Polisorbato 80) ya que al presentar un
compuesto por un tipo de lipasa quiza afecte bioldgicamente de alguna manera el
crecimiento del hongo, pero Windholz (1976) menciona que el Tween no es toxico
mencionado en el codigo NFPA 704, cuya funcion sélo es emulsificar vy

surfactante.

La importancia de los resultados radica en proponer nuevas investigaciones y
estudio fitoquimico a profundidad para encontrar en los diferentes extractos que
es lo que esta afectando realmente a los hongos para que tengan en ciertas
concentraciones y en extracto una disminucion en el crecimiento radial del hongo,

ademas de concluir realmente si sirve como controlador de dermatofitosis.
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Este trabajo aporta datos importantes tanto para las especies de dermatofitos
como las sustancias aun no identificadas que atraen las diferentes polaridades

de los extractos organicos de E. hyemale.

10.2 Analisis del crecimiento radial de fitopatégenos

Alternaria solani muestra una resistencia a los extractos hexanico y de cloruro de
metileno en sus diferentes concentraciones (Grafica 11 y 12) en comparacién con
el extracto metandlico (Grafica 13). En el extracto metandlico Alternaria solani a
mayor concentracion menor crecimiento y velocidad de crecimiento radial (Grafica
13 y apéndice), el hongo no crece radialmente pero existié un crecimiento aéreo
durante la medicién de los resultados del experimento, este crecimiento alterno de
A. solani es comun cundo no se tienen las condiciones controladas en las
especies de Alternaria al crecer en medio de cultivo rico en nutrientes y en
condiciones oscuras, se forma un exceso de micelio aéreo (Castell y Escalon,
2009).

Penicillium italicum sufre efectos de inhibicion en su crecimiento radial con el
extracto hexanico, al aumentar las concentraciones (Grafica 19) y como se
muestra en la Figura 18 a partir de la concentracion 1000 ppm se observa
notablemente una disminucidbn en el crecimiento radial hasta llegar a la
concentracion 1500 ppm que no hay una inhibicidon total del hongo pero si indica
resultados significativos de crecimiento; para los extractos de cloruro de metileno y
metandlico no afecta en forma significante el crecimiento radial de P. italicum. Con
el extracto hexanico de E. hyemale se pueden iniciar nuevos estudios mas
detallados de la quimica del extracto, para ser enfocado como una herramienta de

control fitosanitario.
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10.3 Analisis de germinacién de esporas de dermatofitos

La germinacién de esporas es importante para detectar si existe una resistencia
de las esporas a ciertas condiciones. Los extractos que disminuyen mas el
crecimiento radial de los dermatofitos (E. floccosum y T. rubrum) corresponden al
extracto hexanico, ya que en la concentracion 100 ppm evita la germinacion de
esporas (Graficas 17 y 20), en las concentraciones 50 ppm y 75 ppm disminuye
drasticamente dicha germinacién, donde la concentracion 75 ppm tiene mayor
efecto significativo, cabe mencionar que existe un cambio drastico (Grafica 20),
una explicacion a este hecho puede ser debido a que las esporas tienen
mecanismos de resistencia, quiza entren en periodo de latencia por el estrés
encontrado en extracto organico. Ciertos compuestos activos pueden alterar la
pared celular de los hongos alterando su ciclo de vida. (Wolff, et al.,, 2009)
ademas Tapia (2005) menciona la existencia de compuestos activos de ciertos
organismos pueden actuar en la membrana citoplasmatica del hongo afectando su

propagacion.
10.4 Analisis de germinacion de esporas de fitopatégenos

Alternaria solani no presenta algun resultado significativo en el extracto hexanico
y de cloruro de metileno (graficas 21 y 22). Puede observarse en la grafica 23 el
extracto metandlico presenta una diferencia significativa en la germinacion de
esporas ya que el testigo, control disolvente y control Tween presentan una
germinacién similar, mientras tanto en las diferentes concentraciones (250 ppm,
500 ppm, 1000 ppm, 1250 ppm y 1500 ppm), entre mas concentracion de extracto
contenga el medio de cultivo, se reduce el porcentaje de germinacion de esporas,
pero sin llegar a inhibir, esto se relaciona con el crecimiento radial aéreo
mencionado anteriormente como ciclo de adaptacion (Grafica 12), donde el hongo
es afectado por el extracto metandlico pero A. solani crece en presencia de
extracto, provocando un cambio en su forma de crecimiento, es decir, deja de

tener un crecimiento radial para convertirse en un crecimiento aéreo, lo cual
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disminuye la cantidad de micelio provocando la disminucién en la formacién de

esporas.

Mientras que el extracto hexanico presenta un efecto significativo en la
disminucién del porcentaje de germinacion de esporas de P. italicum, de tal forma
que al incrementar la concentracion de extracto disminuye el porcentaje de
germinaciéon, no se inhibe completamente la germinacion de esporas pero si lo
controla. Penicillium italicum en los extractos cloruro de metileno y metandlico no
presenta datos significativos para disminuir o inhibir el porcentaje de germinacién

de esporas
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11. Conclusiones

El extracto hexanico de E. hyemale provoca que exista una disminucion en el
crecimiento radial y germinacion de esporas de los hongos Epidermophyton

floccosumy de Trichophyton rubrum.

Los hongos dermatofitos muestran una susceptibilidad a altas concentraciones (75
ppm y 100 ppm) de extracto hexanico, provocando una velocidad de crecimiento
lenta o una inhibicién total de germinacion de esporas y de crecimiento radial (en

concentraciéon 100 ppm).

El extracto hexanico tiene mayor efecto en reducir el crecimiento micelial que el
antimicético comercial (itraconazol) en las diferentes concentraciones, pero es
necesario hacer investigaciones detalladas para detectar el mecanismo de accion
tanto de la planta E. hyemale composicién quimica como de los diferentes hongos

utilizados.

Los hongos fitopatbgenos muestran una adaptacion de crecimiento en los
diferentes extractos (hexanico, de cloruro de metileno y metandlico) con respecto

al testigo.

El efecto de los extractos organicos en los hongos fitopatbgenos es variable,
Alternaria solani presentd menos susceptibilidad a los diferentes extractos de E.
hyemale en el crecimiento radial y germinacion de esporas; mientras que
Penicillium italicum mostré principalmente en el extracto hexanico mayor
susceptibilidad, a mayor concentracion existe una disminucién en el crecimiento

radial y germinacion de esporas en comparacion con los demas extractos.

Equisetum hyemale y los diferentes extractos que se evaluaron arrojaron un nuevo
modelo biolégico para posteriores investigaciones, puesto que indica la existencia

de sustancias aun no definidas ni identificadas.
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Finalmente el extracto hexanico de E. hyemale es candidato para realizar estudios
quimicos y biolégicos para determinar especificamente la causa del porque tiene
un efecto en el crecimiento y germinacion de esporas en hongos dermatofitos, en
las investigaciones fitoquimicas anteriores sobre el género Equisetum indican
posibles sustancias que ayudan a evitar enfermedades, pero la especie E.
hyemale en México no cuenta con ningun tipo de antecedente sobre el efecto en

el crecimiento de hongos dermatofitos.
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13. Anexo

13.1 Graficas de la velocidad de crecimiento radial de dermarmatofitos

y fitopatégenos.

Las gréficas incluidas en este apéndice corresponden a la parte del crecimiento
radial, se graficaron las velocidades (mm/hr) y las diferentes concentraciones de
los extractos organicos (hexano, cloruro de metileno, metanol) que en la grafica

estan denominados los extractos como tratamiento.

Para poder identificar las graficas y su relacion con los resultados presentados en
el trabajo, fue necesario colocar una clave, es decir, en la primer grafica mostrada
aqui corresponde a 1.1 en los resultados corresponde a la grafica 1, si se analiza
la grafica 2 de los resultados y se quiere ver la relacion con la velocidad de
creicmiento del hongo es necesario buscar en el apéndice la grafica 2.1 en donde
el numero antes del punto equivale a la grafica correspondiente al apartado de los

resultados (pagina 34), siendo asi para todas las graficas.
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Grafica 1.1. Velocidad del crecimiento radial de E. floccosum en extracto hexanico a
través de tiempo en diferentes concentraciones
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Gréfica 2.1. Velocidad del crecimiento radial de E. floccosum en cloruro de metileno a
través de tiempo en diferentes concentraciones
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Gréfica 3.1. Velocidad del crecimiento radial de E. floccosum en metanol a través de
tiempo en diferentes concentraciones
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Grafica 4.1. Velocidad del crecimiento radial de T. rubrum en hexano a través de tiempo en
diferentes concentraciones
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Grafica 5.1. Velocidad del crecimiento radial de T. rubrum en cloruro de metileno a través

de tiempo en diferentes concentraciones
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Grafica 6.1. Velocidad del crecimiento radial de T. rubrum en metanol a través de tiempo
en diferentes concentraciones.
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Gréfica 7.1. Velocidad del crecimiento radial de E. floccosum con antimicotico a
través de tiempo en diferentes concentraciones
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Gréfica 9.2. Velocidad del crecimiento radial de T. rubrum con antimicético a través

de tiempo en diferentes concentraciones
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Gréfica 11.1. Velocidad del crecimiento radial de A. solani en hexano a través de tiempo en
diferentes concentraciones.
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Grafica 12.1. Velocidad del crecimiento radial de A. solani en cloruro de metileno a través
de tiempo en diferentes concentraciones
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Grafica 13.1. Velocidad del crecimiento radial de A. solani en metanol a través de tiempo
en diferentes concentraciones
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Gréfica 14.1. Velocidad del crecimiento radial de P. italicum en hexano a través de
tiempo en diferentes concentraciones
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Gréfica 15.1. Velocidad del crecimiento radial de P. italicum en cloruro de metileno a través
de tiempo en diferentes concentraciones
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Grafica 16.1. Velocidad del crecimiento radial de P. italicum en metanol a través de
tiempo en diferentes concentraciones.
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