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Bioactividad in vitro de los extractos de Plantas Medicinales
Ruderales de la FES-Zaragoza

RESUMEN

Las plantas ruderales, son aquellas que crecen en lugares perturbados por el hombre
como terrenos baldios, basureros, banquetas, vias del ferrocarril, etc., estas condiciones
extremas de poca agua, suelo y escasos nutrimentos permitiéndoles sintetizar una mayor y/o
una mejor calidad de metabolitos secundarios que les ayuda a sobrevivir ante sus depredadores
y ofros agentes externos, los cuales les confieren en algunos casos propiedades medicinales.

Estas plantas encontradas en zonas urbanas son desechadas o ighoradas, pero en zonas
rurales muchas de ellas son de gran importancia por su valor medicinal. Las plantas medicinales
son parte de nuestro acervo cultural que debemos recuperar, estudiar y confirmar su eficacia
para encontrar opciones que resuelvan parte de los problemas de salud del pais.

Por esta razén se realizé el presente trabajo denominado “Bioactividad /s vitro de los
extractos de Plantas Medicinales Ruderales de la FES-Zaragoza“, probando cuatro plantas
ruderales: Lepidium virginicum L. (Lentejilla de campo), Argemone mexicana L. (Chicalote
amarillo), Taraxacum officinale Weber ex F.H. Wigg (Diente de ledn) y Oenothera rosea
L'Herit. Ex Aiton (Hierba del golpe), el objetivo fué comprobar su efecto antibacterial y
antiflngico, mediante pruebas de sensibilidad antimicrobiana (con el método de Kirby-Bauer y
la técnica de Barry), usando como medio de cultivo Mueller Hinton para bacterias y Dextrosa
Sabouraud para hongos. Se prepararon extractos hidroalcohélicos de las partes dreas de cada
planta (tallo, hoja, flor, fruto y semilla), evaludndose cuatro concentraciones equivalentes a 60,
90, 120 y 180 mg.mL’ por cada una, con los resultados de las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana se determind la concentracién minima inhibitoria (CMI) para cada organismo.
Posteriormente se efectdo un andlisis de espectroscopia de infrarrojo para establecer la
presencia de los grupos funcionales en los extractos de las plantas que mostraron un efecto
inhibitorio.

Como parte fundamental de este estudio se llevé a cabo el andlisis fisico y quimico del
suelo donde crecen nuestras plantas de estudio, pues al hablar de que existen condiciones
extremas y escasos nutrimentos en el sustrato es necesario saber en que condiciones se
desarrollan.

De las cuatro plantas analizadas A. mexicana, presenté efecto inhibitorio en siete
bacterias y dos hongos; en O. rosea, el efecto de inhibicién se reflejo en seis bacterias y tres
hongos; L. virginicum 'y T. officinale, no presentaron inhibicién frente a los organismos
probados.

El suelo analizado presenta un pH ligeramente bdsico, con un alto porcentaje de materia
orgdnica y textura franco-arenosa; estas caracteristicas en un sustrato generalmente indican
que existe un buen crecimiento radicular por que facilita el drenaje y aireacidn.

Palabras clave: Plantas medicinales, ruderales, metabolitos secundarios, antibiogramas,
Argemone mexicana, L., Oenothera rosea, L'Herit. ex Aiton, Lepidium virginicum L., Taraxacum
officinale Weber es F.H. Wigg.
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I. INTRODUCCION

México ocupa el cuarto lugar en el mundo por su gran biodiversidad floristicay,
a pesar de la prdctica activa de la medicina tradicional, el conocimiento de la gente
sobre las caracteristicas curativas de las plantas, sélo se han validado quimicamente y
farmacolégicamente del 1 al 5% de plantas (Rosales et a/, 2007).

Son consideradas plantas medicinales a todas aquellas que contienen en alguno
de sus drganos compuestos bioactivos, que administrados en dosis suficientes
producen efectos curativos en las enfermedades de los hombres y animales.
Aproximadamente se conocen 260 000 especies de plantas, de las cuales el 10% son
consideradas medicinales ya que estdn registradas en tratados médicos de fitoterapia
modernos y de épocas pasadas por presentar algin uso. Evidentemente, sobre todo en
las regiones ecuatoriales, la proporcién de especies medicinales puede variar
sensiblemente de este porcentaje, al no conocerse la totalidad de la flora existente
(Schauenberg, 1980, Linares, 1995).

Las plantas medicinales son utilizadas desde tiempos remotos como agentes
terapéuticos y sus usos han sido transmitidos de generacion en generacién, en forma
oral o escrita hasta nuestros dias y esto es conocido como la "prdctica terapéutica
tradicional", empleando extractos o principios activos de plantas, los cuales han sido
importantes en el cuidado de la salud de la poblacién. La utilizacién de estas plantas ha
estado asociada a las prdcticas médico-religiosas, la charlataneria y al fraude,
ocasionado que en muchos casos sean sobre-valoradas y les asignen una multitud de
propiedades que no tienen (Garcia, 2000; Gutiérrez y Betancourt, 2006).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) hace énfasis en que el 66% de las
dificultades de salud de los paises en desarrollo son resueltos, mediante el uso de
plantas medicinales; por lo tanto resulta imprescindible concebir hoy a estas plantas
no sélo como alternativa para el tratamiento de las enfermedades mds comunes sino
también como una opcidén socioecondmica, fundamentalmente para los paises de
menores posibilidades econémicas. Hoy en dia nuestro pais continda utilizdndolas, y a
nivel mundial; hay una creciente demanda con fines curativos; por ejemplo, la
Matricaria recutita (manzanilla), se usa como fdrmaco que provoca un aumento en las
defensas ante agentes estresantes; o la popular Psidium guajava (guayaba), que
resurge como medicamento para controlar diarreas y colitis nerviosa, entre muchas
otras (Acosta, 2000).

2 Laboratorio de Biologia de suelos



Bioactividad in vitro de los extractos de Plantas Medicinales
Ruderales de la FES-Zaragoza

Existe un grupo de plantas que crecen en lugares no deseados para el hombre
bajo condiciones ambientales extremas o bien compiten con otfras especies
(cultivadas), conocidas también como maleza, aproximadamente el 0.1 % de la flora
mundial pertenece a esta clasificacidn, ocasionando una pérdida directa de 10 % a la
produccion agricola mundial; aunque éstas podrian aprovecharse para la alimentacion y
medicina por ser de gran importancia econémica en zonas rurales. La maleza de
México esta clasificada principalmente en plantas ruderales, que crecen generalmente
en las banquetas, terrenos baldios o a orillas de las vias del ferrocarril. Cerca del 45%
de las plantas medicinales que se colectan en el oriente del Estado de México y el 29%
de las especies comestibles de los bosques tropicales deciduos de Puebla y Guerrero
son ruderales (Valenzuela, 2007).
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II. JUSTIFICACION

Debido a que nuestro pais es reconocido por su extenso uso de plantas
medicinales, principalmente en zonas rurales y al existir una gran cantidad de estas
pero escasos estudios; el contribuir con la ampliacién de estos conocimientos para el
mejor manejo y uso de las mismas se convierte en una actividad importante; ya que al
realizar evaluaciones de plantas que crecen en lugares perturbados ddndose su
desarrollo bajo condiciones de estrés, logran sintetizar una mayor cantidad de
metabolitos secundarios que pueden ser aprovechados realizando estudios sobre su
posible efecto antimicrobiano frente a diferentes organismos patdgenos como
bacterias y hongos. En el caso de Lepidium virginicum L. (Lentejilla de campo),
Argemone mexicana L. (Chicalote amarillo), Taraxacum officinale Weber ex F.H. Wigg
(Diente de ledn) y Oenothera rosea L'Herit. ex Aiton (Hierba del golpe), que crecen
en la FES-Zaragoza son eliminadas de las orillas de jardineras y caminos pero en zonas
rurales son usadas con un fin medicinal. Por lo tanto evaluando su bioactividad /in vitro,
se podria comprobar su valor medicinal mediante pruebas de sensibilidad
antimicrobiana.

1 Laboratorio de Biologia de suelos
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III. MARCO TEORICO
3.1 Historia e importancia de las plantas medicinales

Hablar de la herbolaria es hacerlo de la tradicién médica que data de 25 000
afios atrds, cuando el hechicero de cualquier tribu conocia remedios para curar algunos
males a través de plantas y conjuros. Esta tradicion se encuentra en todas las culturas
de los cinco continentes del mundo. El registro histérico mds remoto le pertenece a
los egipcios, cuando llega a este mundo Imhotep, considerado en vida un sabio de la
medicina y Dios de la misma después de muerto. El uso de las plantas fue ampliamente
difundido por griegos y romanos, entre los cuales destacaba, Hipdcrates y Galeno,
quienes son reconocidos y considerados por la historia como los padres de la medicina
occidental. Por su parte, en la América Precolombina existia una historia herbolaria de
por lo menos 3,500 afios y que, segln diferentes autores, a la fecha podria tener
entre 4,000 y 5,000 afios de antigiiedad. Durante la conquista donde, una vez caida la
Gran Tenochtitlan, los Frailes acompafiados de indigenas traductores, levantaron un
importante censo de las plantas y sus propiedades curativas, situacién que se
documenta en el "Cédice Badiano", escrito y traducido al latin por un médico indigena;
sin embargo, esa es sélo una pequefia muestra del conocimiento terapéutico de las
plantas que tenian nuestros antepasados, ya que Mayas, Nahuas, Mixtecos y
Zapotecos, por mencionar a los principales grupos de aquella época, tenian amplios
conocimientos de la herbolaria (Jiri et al, 1988; Vicario, 2000).

El término "medicina tradicional” es impreciso, y mds cuando se habla al mismo
tiempo tanto de los conocimientos indigenas como de los espafioles que se
desarrollaron durante la colonia. Por lo tanto si puntualizamos el concepto, la medicina
tradicional de cualquier pueblo tiene antigliedad histérica ya que ambos utilizan
plantas, minerales y animales que se encuentran en el ecosistema propio. A la medicina
tradicional indigena de México se le ha conocido a través de las costumbres de los
grupos marginados actuales, asi como por los escritos tempranos de Fray Bernardino
de Sahagin, Martin de la Cruz, Juan Badiano, Francisco Herndndez y por las
descripciones geogrdficas de los jesuitas; aportaciones posteriores fueron otras
obras como el "Cddice Florentino" que presenta un apartado exclusivo de las plantas
medicinales de los indigenas mexicanos y la obra de Francisco Javier Clavijero (Barba,
2002).

Las plantas medicinales han sido muy usadas por nuestros ancestros y se
contindan usando con la misma confianza y frecuencia en muchas comunidades rurales
de cualquier pais. La medicina ha evolucionado de manera imparable y lo seguird
haciendo para beneficio del ser humano (o mejor dicho para el beneficio de un sector
limitado de la poblacidn), pero es importante sefialar que muchos de los medicamentos
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(50% aproximadamente) estdn basados en los principios activos de las plantas
medicinales (Cebrian et a/, 2002).

La utilizacién de las plantas como agentes terapéuticos en la atencién primaria
de la salud, se ha mantenido a lo largo del tiempo y puede afirmarse que entre el 60-
80% de la poblacion mundial todavia depende en gran parte de los tratamientos
tradicionales, ya que implican el uso de extractos de plantas o de sus principios
activos. En algunas comunidades, donde grupos étnicos utilizan la fitoterapia popular,
las plantas medicinales forman parte de su acervo cultural (Carrillo y Moreno, 2006).
Al usar plantas medicinales como opcion para curar enfermedades se puede
observar que estas presentan ciertas ventajas:
a) Ejercen sobre el organismo una accién global mds efectiva que los
medicamentos por causa, bdsicamente, de la interaccién entre sus
diferentes principios activos.

b) Tienen un mayor efecto preventivo, pues fienden a estimular una
accion protectora y reguladora de las funciones defensivas del
organismo.

c) Al ser probados durante milenios muchas veces el efecto de las

plantas medicinales, puede ser mds suave o progresivo que el
obtenido con determinados medicamentos, con el aliciente de las
escasas posibilidades de efectos secundarios o secuelas.

d) Presentan un efecto mds duradero, debido a su mejor tolerancia, ya
que estos fratamientos, pueden seguirse durante periodos un poco
mds extensos.

e) Tienen una accién polivalente, ya que algunas plantas pueden actuar
sobre diferentes dolencias al mismo tiempo, debido a sus mdltiples
propiedades.

f) Son una opcion segura, ya que se usan como complemento con

medicamentos convencionales (Cebrian et a/, 2002).

EL conocimiento correcto de la efectividad y seguridad de una droga vegetal
equipara el empleo de las plantas medicinales al de los fdrmacos de sintesis, dado que
son los dos factores que determinan el uso racional de una preparacién fitomedicinal.
Es generalizado el conocimiento de que las plantas son fuente de salud pero también
es importante recalcar que estas poseen algunos de los téxicos mds mortales que se
conocen en la naturaleza (Martinez, 2005).
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3.2 ¢Qué es una planta ruderal y cudl es su importancia?

Las plantas silvestres cominmente se conocen como maleza; este termino es
utilizado por el hombre para referirse a una planta que crece en un lugar no deseado;
aproximadamente el 0.1 % de la flora mundial es maleza que ocasiona una pérdida
directa del 10 % a la produccién agricola mundial, pero también existe la maleza
aprovechable para la agricultura, la alimentacion y la medicina. Estos casos, tienen una
gran importancia econémica por los efectos que producen. Otro punto que mencionar
es que la maleza que crece en los lugares perturbados por el hombre, poseen una lista
muy variada de sinéhimos como son: malas hierbas, jehuites, acahuales; otro termino
también usado es, el de plantas ruderales, que son aquellas que crecen en caminos,
carreteras, banquetas, lugares de escombros, vias del ferrocarril, etc. y las llamadas
plantas arvenses que crecen dentro de los campos de cultivo (Diaz, 1983). Todas las
plantas ruderales invariablemente son de porte pequefio, muchas veces rastreras con
flores pequefias. Todos los sinénimos y términos antes mencionados crean confusion,
pues las plantas silvestres son aquellas que crecen espontdneamente; pueden tener un
valor econdmico propio y dentro de este grupo estdn muchas especies nativas y
dependiendo del lugar donde se desarrollan pueden ftener un valor no solo alimenticio,
sino fambién medicinal (Valenzuela, 2007).

Estudios realizados de la flora y la vegetacion del ferrocarril en la Zona
Metropolitana de la Ciudad de México, indican que la comunidad vegetal que crece y
predomina en ese medio artificial de origen urbano, bdsicamente pertenece a la de
tipo ruderal, aunque estdn incluidas algunas arvenses siendo especies adaptadas a
sobrevivir en condiciones extremas, dado que tienen como sustrato a la grava de las
vias y como se menciond anteriormente crecen con una talla escasa (Rico, 1998).
Torres (2001) mediante un listado referente a la flora que crece dentro de la Zona
Arqueoldgica “"Teotihuacan” indica que la mayoria de las plantas encontradas son
ruderales; Gutiérrez y Betancourt (2006)., actualmente llevan a cabo otros listados
referentes a la situacion actual y potencial de las plantas medicinales mexicanas

Algunas especies consideradas como maleza tienen un uso imporfante en
diversas zonas de México como la chaya, los quelites, el mirasol, los quintoniles, el
amaranto, la malva y el tfoloache (Solis, 2006). Teniendo poca informacion
sistematizada de la biodiversidad vegetal del pais sobretodo la de dreas urbanas;
cerca del 45 % de las plantas medicinales que se colectan en el oriente del Estado de
México y el 29 % de las especies comestibles de los bosques tropicales deciduos de
Puebla y Guerrero son ruderales. (Valenzuela, 2007).
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Mediante estudios realizados en nuestro pais se ha podido comprobar que las
plantas ruderales son de gran importancia para el hombre, pues llegan a ser usadas
como alimento, abono verde, adorno, e incluso como plantas medicinales (Villegas,
1967, Diaz, 1983). Actualmente en el Estado de México se llevan a cabo proyectos en
los cuales las denominadas ruderales son usadas con fines de fitorremediacién, pues
poseen capacidades metabolicas que permiten absorber algunos metales pesados,
ademds de ser un medio barato, simple y seguro para limpiar dreas contaminadas y/o
aguas de desecho, por lo que constituyen un método competitivo y sencillo que
permitiria recuperar las abundantes dreas dafiadas en todo el mundo (6émez, 2002).

En algunos casos donde han registrado desastres como inundaciones, las
plantas ruderales se llegan a establecer como plantas de sucesion primaria ya que
pueden iniciar procesos de regeneracién de zonas afectadas (Jochimsen, 2001, Bozena
et al, 2008), la importancia de estas plantas esta siendo verificada al realizarse
estudios en los cuales se comprueba su valor como especie de regeneracién y
preservacién de ecosistemas, pues ayudan a reconstruir el hdbitat de especies
animales endémicas de algunas zonas (Kalwij et. a/, 2008). En paises de Sudamérica, la
mayor parte de las plantas ruderales tienen importancia fitoterapéutica, ya que
algunas son conocidas como flora medicinal; dentro de este rubro se encuentran como
ejemplo: Phyllanthus niruri, (quebra-pedra), Bidens pilosa (té de milpa o rosilla) y
Emilia sonchifolia (botdon rosado), citando solo algunas de las mds famosas, que son
usadas en tratamientos de cdlculos renales y biliares, antiespasmédicos, diurético,
eliminacién de dcido drico, y han llegado a probarse como auxiliares del SIDA
(Jiménez, 2002).

3.3 Factores bidticos y abiéticos que influyen en la produccion de metabolitos
secundarios

Segln Gutiérrez y Trease; dentro del desarrollo de las plantas silvestres el
suelo les proporciona las condiciones necesarias para su buen crecimiento, siendo
necesario hablar de los factores biéticos y abidticos.

Factores bidticos: Son aquellos en donde intervienen las relaciones que existen
entre los organismos, o bien, individuos de la misma o diferente especie; esto quiere
decir, que cualquier organismo que comparta su entorno con las plantas se vuelve
importante pues estdn clasificados como productores, consumidores, detritivoros y
saprofitos.
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Los Factores abiéticos: se definen como todas aquellas caracteristicas fisicas
o quimicas que afectan a los organismos y que determinan la distribucion y
caracteristicas de los vegetales y animales que habitan cada bioma.

El crecimiento y desarrollo de las plantas, la naturaleza y cantidad de sus
metabolitos secundarios, se ven afectados por la temperatura, lluvia, orientacién,
duracion del dia (incluyendo la calidad de la luz) y altitud.

El clima: elemento preponderante en la formacién de los biomas. El calor, la luz
solar y la humedad son elementos fundamentales para el desarrollo vegetal. La
disponibilidad de luz de intensidad apropiada y duradera es importante para la
nutricién vegetal debido a que son autotréficos.

La temperatura es un factor de gran importancia en el control del desarrollo y
su metabolismo; aunque cada especie ha llegado a adaptarse a su propio entorno
natural pues son capaces de vivir dentro de una considerable variacion de
temperaturas.

En ciertos casos las investigaciones han demostrado que la luz es un factor que
influye en la cantidad de heterdsidos o de alcaloides. El efecto de los abonos con
nitrdgeno sobre la produccion de alcaloides ha sido objeto de considerable estudio
(drogas de las Solandceas, entre ellas, Nicotiana, opio): generalmente los fertilizantes
nitrogenados incrementan el tamafio de las plantas y las cantidades de alcaloides
producidos, por lo que el método de expresién de resultados de este tipo de
experimentos es importante. Los efectos del nitrégeno sobre los contenidos en
heterdsidos y en esencias parece variable; se supone, en estos casos, que el resultado
final depende del efecto general del nitrégeno sobre el metabolismo de la planta
(Trease, 1991, Gutiérrez, 1997; SISIB, 2008).

Los suelos poseen propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas que nos permiten
clasificarlos como dcidos, salinos, fértiles, entre otros, y estas tienen influencia sobre
el desarrollo vegetal, permitiendo que crezcan sin limitantes o bien en condiciones de
stress, lo que provoca que las plantas modifiquen su metabolismo, afectando la
produccion de metabolitos secundarios, por ejemplo, Khaosaad y colaboradores (2006)
realizaron un estudio en tres genotipos de orégano, a los cuales les aplicaron
diferentes dosis de fdsforo y los inocularon con hongos micorrizicos arbusculares,
para observar el efecto sobre la produccién de aceites esenciales, encontrando que la
inoculacién con los hongos provoco un incremento en el contenido de los aceites
esenciales en dos de tres genotipos de orégano utilizados.
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3.4 Metabolitos secundarios (Principios activos)

Las plantas, organismos sésiles, estdn obligadas a discriminar entre los
diferentes retos que les plantea su entorno y responder a ellos. Esta respuesta a su
ambiente bidtico y abidtico les permite producir los llamados metabolitos secundarios
para tener una mejor distribucién de sus recursos para crecer, reproducirse y
defenderse (Vivanco et al., 2005).

Las plantas medicinales contienen ciertas substancias que en su mayor parte
actdan sobre el organismo humano. En términos estrictos un remedio vegetal es aquel
en el que la principal actividad terapéutica depende de los metabolitos secundarios
contenidos en la planta. En la actualidad la fitoquimica y la farmacologia han
proporcionado un sistema alternativo para la racionalizacién del uso de las plantas
medicinales (Trease, 1991). La ciencia moderna, analizando y estudiando los efectos
terapéuticos de las plantas, tiene como fin aumentar esta confianza en la naturaleza,
ya que se desea, precisar, comparar y clasificar sus diversas propiedades para agrupar
a las plantas de efectos similares, eligiendo las mds eficaces y darlas a conocer
(Schauenberg, 1980).

El estudio de los componentes de las plantas medicinales se centra en las
sustancias que ejercen una accion farmacolégica sobre los seres vivos, estas
sustancias son los llamados principios activos de las plantas que pueden ser sustancias
simples o bien mezclas complejas. Existen innumerables sustancias quimicas vegetales
que pueden considerarse fdrmacos y son empleadas en uno o mds paises de los cuales
el 74 % fue descubierto a partir de su empleo en la medicina tradicional. Esto brinda
la oportunidad de encontrar nuevos agentes activos desde el punto de vista
farmacolégico a partir de una fuente de materia prima mds econémica y natural como
son las plantas (Maguna et a/., 2006).

Los Principios Activos (PA) son sustancias que se han descubierto mediante el
estudio de los componentes de las plantas medicinales y son encontrados en las
distintas partes u drganos de las mismas, estos alteran o modifican el funcionamiento
de drganos y sistemas del cuerpo humano y animal. La investigacién cientifica ha
permitido descubrir una variada gama de principios activos, de los cuales los mds
importantes desde el punto de vista de la salud son los aceites esenciales, los
alcaloides, los glucésidos o heterdsidos, los mucilagos, gomas y taninos; a parte de
estos también se encuentran los denominados nutrientes esenciales, como las
vitaminas, minerales, aminodcidos, carbohidratos y fibras, ademds de diversos
azucares, dcidos orgdnicos y lipidos (IESN, 2001, Kuklinski, 2003).
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Algunos autores como Cebrian, Jiri y Kuklinski hacen mencion de las diferentes
propiedades que tienen los principios activos:

Los taninos; aumentan la resistencia a las infecciones y ejercen una accién
astringente que puede ser de gran utilidad en diarreas y para atacar ftodo tipo de
hemorragias, presentando también caracteristicas antisépticas y antifingicas.

Los mucilagos; protegen las mucosas y la piel de posibles irritaciones.

Los flavonoides; refuerzan las paredes de los capilares y facilitan la circulacién
sanguinea.

A las saponinas; se les atribuye una fuerte accién hormonal, resultan
excelentes emulsivos, producen relajamiento intestinal, son expectorantes, llegan a
irritar las mucosas, y presentan efecto antibacterial y antifdngico.

Los fenoles ayudan a mitigar el dolor. Los alcaloides (con sabor amargo)
sintetizados generalmente a partir de aminodcidos, poseen accién fisioldgica intensa
en los animales aun a bajas dosis con efectos psicoactivos, por lo que son muy usados
en medicina para tratar problemas de la mente y calmar el dolor. Ejemplos conocidos
son la cocaina, la morfina, la atropina, la colchicing, la quinina, y la estricnina (Jiri et
al.,, 1988, Cebrian et al, 2002; Kuklinski, 2003).

Hasta hoy se desconocen los elementos activos de muchas plantas que podrian
ayudar en el fratamiento de las diversas enfermedades que aquejan al hombre, por lo
tanto es importante saber el papel fundamental de cada una de ellas en la practica
popular (Arguello, 1994). Los estudios realizados referentes a las propiedades y usos
de plantas, son de gran ayuda y en este caso el saber si tienen efecto antimicrobiano o
antiflngico seria un avance en la investigacion para un mejor manejo.

3.5 Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Dentro de los sistemas de prueba 7 vitro de mayor utilidad en la evaluacion de
plantas medicinales encontramos las pruebas de antimicrobianos en placa de agar o en
tubo inclinado, el uso de estas técnicas ha demostrado que las plantas superiores
frecuentemente exhiben una potencia significativa contra bacterias y hongos
patdgenos para el hombre (Navarrete, 1998).

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana consisten en medir la sensibilidad
de una cepa bacteriana u hongo que se sospecha es responsable de una infeccion;
siendo técnicas que investigan la actividad de distintos agentes quimioterapéuticos
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frente al microorganismo logrando implantar la terapia mds efectiva; ya que estas
pruebas permiten seguir la evolucion de las resistencias bacterianas. Esto se realiza
utilizando la técnica de Kirby-Bauer y el método de difusion en placa, que determinan
la susceptibilidad del extracto vegetal, utilizando sensidiscos (discos de papel filtro),
impregnados con cantidades conocidas de extractos que van ha ser analizados
(Ingraham, 1998; Koneman, 2003, Danival, 2003).

3.6 Caracteristicas generales de bacterias y hongos

Las bacterias poseen un nivel de complejidad mayor al de otros agentes (como
los virus), siendo ademds de mayor tamafio. Son organismos unicelulares que presentan
diversas formas como los cocos (esféricos), bacilos (bastones), espirilos (filamentos) y
vibrios (forma de coma o bastones curvos). Otros agentes patdégenos de importancia
médica son los hongos que pertenecen al reino Fungi o Eumycota, son de reproduccion
asexual y sexual no son fotosintéticos, se comportan como pardsitos, saprobios o
mutualistas, y pueden ser de tamafio macro o microscépico (Romero, 2007).

Los hongos ademds de producir enfermedades ocasionan dafios directos e
indirectos al ser humano pues contribuyen a la contaminacién de alimentos y son una
de las causas principales de enfermedades en los vegetales (Murray et a/, 1992).
Ambos grupos (bacterias y hongos) producen enfermedades en el hombre, que pueden
ser muy graves, comunes y en algunos casos oportunistas. Por ello se mencionan las
caracteristicas de los microorganismos utilizados en este proyecto de investigacion.

3.6.1 BACTERIAS

Bacillus subtilis. el género Bacillus, tipico de la familia Bacillaceae, comprende
mds de 40 especies de bacilos aerobios y anaerobios facultativos Gram-positivos que
producen endoesporas, es considerado un patégeno oportunista potencial, produce en
ocasiones graves lesiones oculares (iridociclitis y panoftalmitis) (Duerden et a/,, 1993,
Koneman, 2003).

Corynebacterium Xerosis, bacilo no esporulante, Gram-positivo; habita en las
membranas mucosas de la piel de hombres y animales a manera de pardsitos, en el
tracto respiratorio alto, en el gastrointestinal y urogenital en el hombre; es
considerado un patdgeno oportunista (Koneman, 2003)

Enterococcus faecalis: microorganismos que usualmente se encuentran en los
intestinos tienen forma de bastones rectos, compuestos por cocos Gram-positivos,
dispuestos tipicamente en parejas y cadenas cortas, son causantes de infecciones en
el tracto urinario (Duerden et al/, 1993).
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Escherichia coli: bacilo Gram-positivo con forma de bastén, mévil, anaerobio,
capaz de crecer a 44°C; pertenece a la familia de las Enterobacteriaceas, habita
cominmente el intestino de los mamiferos, aunque no siempre es inofensivo en este
sito pues llega a producir gastroenteritis, ademds de infecciones en la vias urinarias y
es el principal patogeno de la diarrea del viajero (Stainer et al, 1981; Duerden et al.,
1993; Koneman, 2003).

Mycobacterium phlei: bacilos rectos o curvos que se ramifican o forman
filamentos, Gram-positivas, desarrollo lento o rdpido, aerobios, no esporulados y no
moviles, se encuentran en el ambiente y animales tanto de sangre fria como caliente;
pueden causar tuberculosis y lepra (Murray etadl., 1992).

Shigella flexneri: bacteria Gram-negativa de la familia Enterobacteriaceae,
pertenece al serotipo B de Shige/la. Ocasiona diarrea en humanos. El bacilo de la
disenteria es parasito obligado del hombre y ocasionalmente de chimpancés y monos,
producen males de gravedad segln la especie que participe siendo S. flexneri un
microorganismo de dafio intermedio (Duerden et a/, 1993; Koneman, 2003).

Staphylococcus aureus: microorganismos Gram-positivos de forma esférica con
didmetro de 0.7 a 1 ym, que se disponen en racimos; localizados en la mucosa hasal
anterior, en la garganta del 40 al 50%; en las heces estdn en un 20% y en la piel de un
5 al 10% de los adultos sanos. Mata las células fagociticas, constrifie los musculos
lisos, paraliza las paredes de los vasos sanguineos, y es dermonecrética (Carpenter,
1979; Duerden et al., 1993).

Streptococcus  f-hemolitico: bacteria Gram-positiva, forma racimos y cadenas
largas, no tiene movilidad, no forma esporas, aerobias con metabolismo fermentativo.
Produce faringitis aguda, escarlatina, fiebre reumdtica e infecciones generalizadas
(Murray et a/,1992; Koneman, 2003).

Streptococcus mutans: microorganismos anaerobios y aerobios facultativos,
desarrolla pequefias colonias; cocos Gram-positivos, se encuentran en la flora normal
de la cavidad oral, tracto gastrointestinal, grietas gingivales, tracto genital femenino
y ocasionalmente en la piel. Puede causar fiebre, faringitis y participa en la formacién
de caries dentales (Bailey, 1991; Duerden et a/,, 1993; Zinsser, 1998).

Streptococcus pyogenes: microorganismos con forma de cocos esféricos u
ovales, Gram-positivo, con un didmetro aproximado de 1 pm, no mdviles (“fijos"), no
esporulantes, algunas veces encapsulados y caracterizados por su tendencia a formar
cadenas, especie patégena importante, aunque puede llegar a encontrarse como
comensales inofensivos; puede causar mal de garganta agudo, el cual se puede
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propagar al oido medio, a los mastoideos e incluso a las meninges, ademds de producir
infecciones en la piel (Bailey, 1991; Duerden et a/,, 1993).

3.6.2 HONGOS

Candida albicans: levaduras, que existen en forma unicelular, se considera
miembro de la flora normal de la mucosa bucal, la faringe, las fosas nasales y la vagina,
células ovoides (blastoporas) de 4-6 pm, de pared delgada que se produce por
brotacidn; forma colonias lisas, circulares, de color café oscuro. Puede provocar la
candidiasis; en ese caso se presenta como una infeccién vaginal (vaginitis), de la
cavidad oral del intestino o de la piel (Gerald, 1997; Koneman, 2003).

Candida Rrusei: forma hifas verdaderas y clamidosporas, crece en 24 a 48 h, en
forma de colonias de levadura de color blanco opaco cuando se cultiva a 37°C. Puede
provocar vaginitis y en individuos débiles y diabéticos candidiasis (Koneman, 2003).

Candida stellatoidea: grupo de hongos muy primitivo perteneciente a la familia
Cryptococcaceae; las infecciones que causa son principalmente micosis (vaginitis),
oportunistas capaces de crear infecciones profundas (Koneman, 2003).

Candida tropicalis: levadura que presenta blastoconidios, individuales o en

pequefios clmulos, oportunistas produce candidiasis cutdnea y endocarditis (Zinsser,
1998).

Criptococcus neoformans: levadura cuyo hdbitat natural es el suelo, en
particular los desechos con pH alcalinos y ricos en nitrégeno. Estas condiciones se
cumplen en forma dptima en suelos mezclados con excretas de pavos, palomas,
gaviotas y otras aves, de origen exdgeno, se adquiere por via respiratoria, es pulmonar
en un 90%, puede afectar cualquier mdsculo, hueso, piel, pero tiene afinidad por el
sistema nervioso central (Zinsser, 1998; Koneman, 2003).

Geotrichium sp: produce micelios tabicados, reproduccién asexual por medio de

conidios. Afecta la cavidad bucal, tracto gastrointestinal y respiratorio (Zinsser,
1998; Koneman, 2003).
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3.7 Descripcion de las plantas de estudio
3.7.1 Lepidium virginicum L. (Lentejilla de campo)

Especie nativa (Fig. 1), ampliamente distribuida en México, clasificada como
ruderal y arvense; se encuentra también en otras partes del mundo y es reportada
como “comida de pajarito”. Otros nombres comunes en idiomas indigenas de México
son: Isohuanquil (ndhuatl), Mixixi (Matamoros, Puebla); Put-kam, Putsiu, Put-kan
(Maya, Yucatdn), Xixinda (México), Mexix-quilitl (hahua), todos reportados por
Martinez (CONABIO, 2005). El cuadro 1, muestra su descripcién taxonémica.

Fig. 1 Lepidium virginicum|. (Lentejilla de campo)
Descripcion botanica

L. virginicum, planta herbdcea de unos 40 a 80 cms, ramosa, inflorescencias
muy abundantes en racimos compuestos situados en la extremidad de las ramas, anual,
con flores muy pequefias y blancas, numerosos frutos como discos pequefios o lentejas,
de 3-4 mm en didmetro y orbiculares, no elipticos o alargados. L. virginicum es la
especie mds comln del género en México, la palabra /epidium deriva del griego y
significa pequefias escamas (Martinez, 1996).
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Cuadro 1. Descripcion taxondmica (CONABIO, 2005)

Reino Plantae

Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)

Superdivision Spermatophyta (plantas con
semillas)

Division Magnoliophyta (plantas con flor)

Clase Magnoliopsida (dicotiledéneas)

Subclase Dilleniidae

Orden Capparales

Familia Brassicaceae

Género Lepidium

Especie L. virginicum

Principales usos

Se utiliza para alimentar aves, puede consumirse como complemento de
ensaladas. Tiene un sabor picante. En México también se usa como quelite y forraje de
animales; en cantidades mayores puede ser nociva; uso medicinal y antiinflamatorio, en
Oaxaca se usa un macerado inhalado como descongestionante de las vias respiratorias;
ademds de usarse en problemas digestivos, la planta completa alivia la indigestion; la
coccion de sus ramitas se bebe como agua de uso para quitar la diarrea (Martinez,
1996; CONABIO, 2005).

Composicion quimica

Materia grasa; aceite esencial, resina dcida, soluble en éter sulfurico, resina
dcida soluble en alcohol, un dcido orgdnico indeterminado, dcido tdnico, un alcaloide,
principios pécticos, saponinas, glucosa, dcido tdrtrico y sales minerales compuestas de
potasa, sosa, cal, magnesia, albunima y fierro unidas con los dcidos clorhidrico,
sulfdrico, silicico y fosférico (Lozoya, 1976; Martinez, 1996).

Estudios realizados con Lepidium virginucum L.

Naval y colaboradores (2000), realizaron un estudio en el que comprueban su
actividad antiestrés, otro estudio realizado por Ramos y colaboradores (1996)
presentan un trabajo en el cual descartan la genotoxicidad de la planta; (ya que este
problema causa mutaciones o aberraciones genéticas que producen grandes dafios en la
salud, desarrollando cdncer).
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Se han presentado resultados en los cuales el extracto acuoso de la raiz
presenta efecto antibacterial en cepas de E. coli, Salmonella, Typhi y S. brydii, ademds
de inhibir el crecimiento de Entamoeba histolytica, el extracto metandlico de la planta
entera tiene efecto antiprotozooario frente a £ histolytica, Giarda lambia, y el
extracto del etilo de la semilla inhibe a 6. lambia. (Osuna et al.,, 2005).

3.7.2 Argemone mexicana L. (Chicalote amarillo)

México es la region de origen de varios chicalotes, la mayoria de ellos maleza.
A.mexicana (Fig. 2), es la mds exitosa de ellos; hoy se encuentra en los trépicos de
todos los continentes, es considerada nativa. Otros nombres comunes usados son;
amapola montés, cardo, cardo santo; sus nombres comunes en idiomas indigenas de
México; Chicalote, Chichilotl, chillazotl, xicélotl (ndhuatl), guechinichi (lengua
zapoteca, Oaxaca), k'iix-k anlol, k'iix-saklol (lengua maya, Yucatdn), shate, xaté
(lengua tarasca, Michoacdn), tzdlich (lengua huasteca, San Luis Potosi) (Martinez,
1996; CONABIO, 2005). El cuadro 2; muestra su descripcidn taxondmica.

Fig. 2 Argemone mexicanal. (Chicalote amarillo).
Descripcion botanica

Argemone mexicana, planta herbdcea erecta, mide de 1 m o menos de alto.
Tiene un tallo verde-azulado y sin vellosidades, con numerosas espinas firmes vy
punzantes, hojas sésiles, alternas, de color verde-azuloso, lanceoladas o elipticas y
transversalmente lobuladas, flores amarillentas con 6 pétalos (muy semejantes a las
amapolas), capsula alargada, con espinas, dehiscente en la parte superior por donde
escapan las semillas negras y redondas de tamafio pequefio, raiz pivotante y se
caracteriza por que posee un ldtex amarillo (Martinez, 1996; CONABIO, 2005).
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Cuadro 2. Descripcién taxonémica (CONABIO, 2005)

Reino Plantae

Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision | Spermatophyta (plantas con semillas)
Division Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (dicotiledéneas)
Subclase Magnoliidae

Orden Papaverales

Familia Papaverecea

Género Argemone

Especie A: mexicana

Principales usos

La semilla tiene propiedades purgativas, puede provocar el vémito, también se
usa como hipndtico y calmante de primer orden para combatir la tos, convulsiones y
afecciones espasmédicas (Martinez, 1996). Actla en el sistema endocrino (diabetes);
sistema circulatorio (varices, hemorroides, codgulos, etc.); quemadas, heridas,
escaldaduras, llagas, Ulceras externas, cortadas leves, etc.); articulaciones, huesos,
musculos (reumatismo, artritis, gota, neuralgia, etc.); sistema nerviosos (hervios,
presion, epilepsias, padecimientos del corazon) (Estrada, 1995; Maldonado et al,
2004). La planta y las semillas son téxicas; si el ganado se alimenta de esta planta
puede enfermarse (CONABIO, 2005).

Composicion quimica

Las semillas contienen alcaloides de la isoquinoleina como la sanguinaria y
dihidro-sanguinaria, que irritan la piel y mucosas, la planta completa también presenta
ofros alcaloides como la berberena y la profeopina que actian como paralizantes
musculares de la actividad refleja (Cifuentes y Ortega, 1990). Contiene también
aceites, sales minerales, azidcar, goma, caseina, albdmina y gluten (Martinez, 1996).

Estudios realizados con Argemone mexicana L. (Chicalote amarillo)

Bhattacharjee y colaboradores (2006), han demostrado que el extracto acuoso
y ofro preparado con metanol usando las hojas y semillas de A. mexicana, presentan
efecto inhibitorio ante cuatro bacterias patégenas. Pérez y colaboradores (2005) han
realizado andlisis de su actividad antitumoral usando una mezcla de polisacdridos
obtenida de esta planta; Shaukat y colaboradores (2002) la han probado como
nematicida y potencial alelopdtico en maleza tropical, Chang y colaboradores (2003)
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han comprobado la presencia de alcaloides citotoxicos como: N-dimetiloxysanguinarine
(siendo este un nuevo compuesto y al cual se le asigno el nombre de argenaxine),
ademds de seis compuestos ho alcaloides, los cuales fueron evaluados para ver su
efecto citotéxico al carcinoma nhasofaringeo humano y al cdncer gdstrico humano,
encontrando actividades significativas en el cdncer gdstrico y actividad moderada en
el carcinoma nasofaringeo

3.7.3 Taraxacum officinale Weber ex F.H.Wigg (Diente de leén).

Esta especie /Fig. 3), consiste en un complejo de micro-especies, que son
dificiles de distinguir, es posible que algunas poblaciones sean nativas y otras
introducidas; otros nombres comunes usados son; achicoria amarga, amargdn, cerraja
(Jalisco), moraja (Sinaloa), globillo, lechuguilla; hombres comunes en idiomas indigenas
de México son; Nocuana-gueeta (zapoteca, Oaxaca) (CONABIO, 2005). El cuadro 3
muestra su descripcion taxondémica.

Fig. 3 Taraxacum officinale Weber ex F.H. Wigg (Diente de ledn)

Descripcion botanica

T. officinale, hierba vivaz y erecta, de apenas 10 a 50 cm de alto, de aspecto
muy variable; las hojas basales suelen ser grandes y muy recortadas, flores amarillas,
en capitulos solitarios de tamafio variado con largas y numerosas ligulas del mismo
color, su fruto se presenta en vilano globoso café amarillento, café claro o verdoso,
con numerosas costillas longitudinales con espinas, posee tallo recto, hueco, sin
brdcteas, hojas arrosetadas en la base, de 2 a 40 cm de largo, su caracteristica
especial es que tiene un ldtex blanco (Cebrian et a/., 2002).
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Cuadro 3. Descripcién taxonémica (CONABIO, 2005)

Reino Plantae

Subreino Traqueobionta (plantas vasculares);

Superdivision | Spermatophyta (plantas con
semillas)

Division Magnoliophyta (plantas con flor)

Clase Magnoliopsida (dicotiledéneas)

Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Género Taraxacum

Especie T. oficinale

Principales usos

Se recolectan las hojas jévenes para preparacién de ensaladas, ademds de
tener uso medicinal, forrajero, depurativo, desintoxicante, diurético, colerético,
digestivo y laxante (Cebrian et a/., 2002; CONABIO; 2005), purifica la sangre y activa
la secrecion de la bilis, indicado en la gota, reumatismo, exceso de colesterol, artritis,
trastornos de higado y rifiones; consumiéndose en forma de ensalada para aprovechar
todo su valor vitaminico (Sabatés, 1995).

Composicion quimica

En la raiz se han encontrado flavonoides, cumarinas y sales minerales, en las
hojas vitaminas A, B, C, K, B, (riboflavina) y calcio; en toda la planta inulina, dcidos
fendlicos, taraxacina, fitoesteroles y mucilagos (Cebrian et al, 2002, Castro et al,
2005). Martinez, (1996) menciona dos resinas, una soluble en alcohol y otra en
cloroformo, azlcar incristalizable y levulina; Yarnell y Abascal (2009) sesquiterpenos,
triterpenoides, saponinas y polisacdridos.

Estudios realizados con Taraxacum officinale Weber (Diente de ledn)

Castro y colaboradores (2002), realizaron estudios referentes al contenido de
sus metabolitos secundarios y sus posibles efectos como hipoglucemiante; Gasca
(2000), menciona que el principio amargo de esta planta la convierte en un estimulante
del apetito, ademds de provocar contracciones en la vesicula biliar, por lo que es
considerado depurativo y drenador hepdtico renal; de igual forma que los anteriores lo
consideran un hipoglucemiante suave. Ricaurte y colaboradores (2005) han
comprobado que presenta altos contenidos de minerales como el Na, Mg, Cay K.
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3.7.4 Oenothera rosea L'Herit. ex Aiton (Hierba del golpe)

Es considerada una maleza ruderal y ocasionalmente arvense de origen
mexicano (Fig. 4), que se ha vuelto exitosa en varias partes del mundo. Su nhombre
comin es “agua de azahar”, se llega a encontrar en cultivos de hortalizas, orilla de
caminos, acequias y arroyos (CONABIO, 2005). Otro nombre comun por el cual se le
conoce en Michoacdn Tarapeni (Martinez, 1994). El cuadro 4 Muestra su descripcién
taxonomica.

Fig. 4 Oenothera roseal 'Herit. ex Aiton (Hierba del golpe)

Descripcion botanica

Oenothera rosea, planta delicada, con pelos rectos de base redondeada, de 15 a
50 cm de alto, posee un tallo Unico o saliendo varios de la base, simple o ramificado,
hojas basales oblanceoladas, de 2 a 5cm de largo, las hojas superiores se van
reduciendo gradualmente hacia el dpice del tallo hasta asumir la forma de brdcteas
linear-lanceoladas; inflorescencia con flores axilares, agrupadas en especies de
racimos de 4 a 8 mm de largo, pétalos ovalados, rosados o morados, su fruto es una
cdpsula ovoide, de 8 a 10 mm de largo, con pelos rectos de base redondeada, semillas
oblongo-obovoides, color café (Martinez, 1996; CONABIO, 2005).
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Cuadro 4. Descripcién taxonémica (CONABIO, 2005)

Reino Plantae

Subreino Traqueobionta (plantas vasculares);
Superdivision Spermatophyta (plantas con semillas)
Division Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (dicotiledéneas)
Subclase Rosidae

Orden Myrtales

Familia Onagraceae

Género Oenothera

Especie O. rosea

Principales usos

Usos medicinales; en el caso de golpes, granos, foridnculos, cataplasmas,
sarpullido, hinchazdn, quemaduras, heridas, escaldaduras, llagas, llceras externas y
cortadas leves. Para los célicos, dolor de estdmago, gases y flatulencias (Estrada,
1992; Martinez, 1996).

Composicion quimica

Presentan grupos fendlicos, flavonoides, saponinas, cumarinas, taninos vy
alcaloides (Yarleque et al,, 2007).

Estudios realizados con Oenothera rosea L'Herit. ex Aiton. (Hierba del golpe).

Yarlenque y colaboradores (2007) demostraron mediante estudios /n vitro, que
el extracto acuoso posee actividad anticoagulante.
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IV. ZONA DE MUESTREO
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, Campus IT
4.1 Locadlizacion: (Fig. 5). Se encuentra dentro del Distrito Federal, en la

Delegacién Iztapalapa con coordenadas de 19° 22' 18.78"N; y 99° 02' 04.50"0 a una
elevacion de 2242 msn.

DISTRITO
FEDERAL

_.ﬁ;_

Estado
de
México

Fig. 5 Mapa de localizacién de la FES Zaragoza CII, en la delegacién Iztapalapa
(INEGT, 2008; Google Earth, 2008)

4.2 Orografia: El D.F., estd enclavado en la provincia fisiogrdfica Eje
Neovolcdnico, con la subprovincia lagos y volcanes de Anahuac; su territorio estd
distribuido sobre nueve sistemas de topoformas: a) Sierra volcdnica con estrato
volcanes que abarca casi el 42% en la parte sur de la entidad; asi como en el centro y
oriente de la delegacion Iztapalapa; b) sierra volcdnica de laderas escarpadas; c)
Sierra escudo volcdn, al extremo norte; d) lomerio; e) lomerio con cafiadas; f) Meseta

basdltica malpais; g) llanura aluvial; h) Llanura lacustre, i) Llanura lacustre salina
(INEGT, 2008).
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4.3 Clima: Por su altura sobre el nivel del mar, el D.F. ocupa climas que van
desde el templado hasta el frié himedo y tundra alpina en las partes mds altas de las
sierras del sur. La temporada himeda en el D.F., abarca de mayo a noviembre, si bien
la pluviosidad es mayor entre los meses de junio y agosto. El patrén de las lluvias
indica que son mds abundantes mientras mayor sea la altitud de un sitio. La zona que
comprende el norte de Iztapalapa, los territorios de Iztacalco, Venustiano Carranzay
el oriente de Gustavo A. Madero es la region mds seca y templada (Fig. 6). En la
delegacion Iztapalapa; del norte hacia el noroeste, centro, centro sur y este, se
distribuye el clima templado subhdmedo con lluvias en verano. Esta extensa zona tiene
una altitud de 2,250 msn, en Iztapalapa la temperatura media anual varia de 12°C en
las partes mds altas a 18°C en las de menor altitud, en ese mismo orden, la
precipitacién total anual va de 1 000 a 600 mm (INEGI, 2008).

Semiseco templado

Templado subhimedo
con lluvias en verano

Semifrio subhimedo
con lluvias en verano

Semifrio hiimedo con
abundantes lluvias en verano

Fig.6 Mapa de ubicacidn de los diferentes climas que predominan en el D.F. (INEGI,
2008).

4.4 Flora: Prdcticamente el 75% del Distrito Federal estd deforestado; en
algunos lomerios bajos se encuentran nopales, agave, tejocote, capulin, encino; y
ocasionalmente en las sierras, hay bosques de pino, cedro blanco, oyamel, y zacatdn
(Martinez et al, 2004).
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V. HIPOTESIS

Si las plantas ruderales crecen en sitios perturbados tanto rurales como
urbanos bajo condiciones limitantes de suelo, agua, luz, entre ofras y son conocidas
muchas de ellas por la comunidad como medicinales, entonces se espera que las plantas:
Lepidium virginicum L (Lentejilla de campo); Argemone mexicana L. (Chicalote
amarillo); Taraxacum officinale Weber ex F.H.Wigg (Diente de ledn) y Oenothera rosea
L'Herit. ex Aiton (Hierba del golpe), que crecen en las orillas de los jardines y caminos
de la FES-Zaragoza, contengan en sus extractos agentes bioactivos, con efecto
antimicrobiano, frente algunas bacterias y hongos patégenos.
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VI. OBJETIVOS

6.1 General

® Evaluar la bioactividad antimicrobiana /n vitro de los extractos hidroalcohdlicos
de las plantas ruderales Lepidium virginicum L (Lentejilla de campo); Argemone
mexicana L. (Chicalote amarillo); Taraxacum officinale Weber ex F.H. Wigg
(Diente de ledn); y Oenothera rosea L'Herit. ex Aiton (Hierba del golpe), que
crecen en la FES-Zaragoza, frente a patégenos del hombre.

6.2 Particulares

o Obtener el extracto hidroalcohdlico de las plantas medicinales, Lepidium
virginicum L.; Argemone mexicana L.; Taraxacum officinale Weber ex
F.H.Wigg): y Oenothera rosea L'Herit. ex Aiton, asi como su rendimiento en
peso seco.

o Evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos hidroalcohdlicos de estas
plantas, frente a los siguientes microorganismos patégenos del hombre como:
Bacterias: Bacillus subtilis, Corynebacterium xerosis, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Mycobacterium phlei, Shigella flexneri Staphylococcus aureus,
Streptococcus f.-hemolitico, Streptococcus mutans y Streptococcus pyogenes; Hongos:
Candida albicans, Candida Rrusei, Candida stellatoidea, Candida tropicalis, Criptococcus
neoformans y Geotrichium sp. en las concentraciones de 60; 90; 120 y 180 mg.mL™.

e Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los extractos
hidroalcohdlicos vegetales con efecto antimicrobiano.

e Determinar la presencia de grupos funcionales en los extractos
hidroalcohdlicos, mediante espectroscopia de infrarrojo.

o Evaluar las propiedades fisicas: densidad real (D.R.), densidad aparente (D.A.),
textura y las propiedades quimicas: pH potencial, pH real y materia orgdnica
del suelo donde crecen las plantas ruderales de la FES-Zaragoza Campus IT.
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VII. MATERIAL Y METODO
7.1 Muestreo y manejo de material vegetal

Se recolectaron las plantas de estudio (en los meses de febrero y marzo),
teniendo cuidado de que estas estuvieran completas y sin marchitar; colocdndolas en
bolsas de papel estraza, para ser llevadas al laboratorio; se fomo una muestra
adicional para ser herborizada y confirmar su clasificacién taxondmica, con ayuda del
personal del herbario de la FES-Zaragoza, una vez en el laboratorio se lavaron con
agua corriente para quitarles la tierra y posteriormente con agua destilada estéril;
para preparar un extracto hidroalcohdlico usando las partes dreas de la planta (tallo,
hoja flor, fruto y semilla) (Laguerenne, 1984; Kuklinski, 2003).

7.2 Procesamiento de las plantas y obtencion de la tintura vegetal

El material vegetal una vez limpio, se puso a secar a temperatura ambiente,
acomoddndolo de forma que circulara el aire entre ellas (para evitar que se
contaminaran); por un lapso de 15 dias.

Para la obtencidn de la tintura vegetal; transcurridos los 15 dias se realizé la
maceracién de las mismas usando el método Galénico, que consiste en cortar a la
planta lo mds pequefio que sea posible, fueron pesadas y colocadas en frascos color
dmbar, para luego agregar alcohol etilico al 96%, se guardaron en lugar obscuro por 15
dias, pero agitdndose cada tercer dia, con el fin de promover la disolucién de la mayor
cantidad de metabolitos secundarios (Dominguez, 1992; Alfaro et al., 2000). Una vez
realizado este proceso se filtraron cada uno de los extractos de las plantas y
finalmente fueron colocados en un Rotavapor Biichi R-200, con el fin de eliminar el
exceso de disolvente (Kuklinski, 2003).

7.3 Preparacion de sensidiscos

Se cortaron sensidiscos de papel Whatman No. 41 con un didmetro de 6 mm,
que fueron esterilizados en autoclave a una presién de 120Ib/plg® a una temperatura
de 125°C por 20 min, posteriormente fueron impregnados con cuatro concentraciones
preparadas de cada extracto; siendo estas de 60, 90, 120 y 180 mg mL™. y un festigo
impregnado (nicamente con alcohol etilico al 96% (Koneman, 2003).
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7.4 Estandarizacion del inéculo microbiolégico

Para realizar la técnica se realizé una estandarizacién del inéculo por medio de
la Escala Turbidimétrica de McFarland (cuadro 5), que es utilizada y aceptada
mundialmente; estd origina una turbidez debido a la reaccién del dcido sulfurico
(H2504) con cloruro bdrico (BaClz) que forma un precipitado blanco de sulfato bdrico
(Koneman, et al, 1992). En un tubo de ensaye se coloca un mililitro de solucidn salina
(NaCl al 0.1%) con el indculo de cada uno de los microorganismos a probar, fomando
como referencia la turbidez del fubo nimero uno para trabajar un aproximado de 300
x 10° Unidades Formadores de Colonias (UFC), segln la escala antes mencionada
(McFaddin, 2003).

Cuadro 5 Tabla de McFarland (McFaddin, 2003)

No. de tubo BaCl, 1.0% mL H,S504 1.0% mL No. aproximado de UFC
representadas X10° mL™*
1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600
3 0.3 9.7 900
4 0.4 9.6 1,200
5 05 9.5 1,500
6 0.6 9.4 1,800
7 0.7 9.3 2,100
8 0.8 9.2 2,400
9 0.9 9.1 2,700
10 10 9.0 3,000

7.5 Inoculacion del microorganismo (Kirby-Bauer) y Prueba de Sensibilidad
antimicrobiana

Una vez realizada la estandarizacién de inéculo, se procede a la preparacién de
la inoculacién del microorganismo mediante el método de Kirby-Bauer y difusion en
Agar, para evaluar el efecto inhibitorio de los extractos ante los diferentes
organismos a probar. A las cajas de petri se les agrega 20 mL medio de cultivo de
Mueller-Hinton (para bacterias) y Dextrosa Sabouraud (para hongos), dejando enfriar
lo suficiente para agregar el preparado de solucién salina con el microorganismo.

Al solidificar el medio se colocan los sensidiscos impregnados con las
concentraciones de 60, 90, 120 y 180 mg.mL’, siguiendo el movimiento de las
manecillas del reloj y en el centro se coloca el testigo. Luego las cajas fueron selladas
con una tira de parafilm e incubaron en una estufa a una temperatura de 28°C por un
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periodo de 24 h para bacterias y 48 h en hongos. Finalmente franscurrido el tiempo de
incubacion fueron medidos los halos de inhibicién utilizando un vernier. Observando asi
la sensibilidad del microorganismo a las diferentes concentraciones de los extractos
vegetales. (Estrada, 1992; Koneman et al, 1992). Este andlisis consto de cinco
repeticiones por concentracion del extracto y bacteria u hongo.

Para poder llevar a cabo el estudio de las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana fueron solicitadas cepas de bacterias y hongos que dono el
"Laboratorio de Microbiologia de la FES- Zaragoza, Campus I" (Cuadro 6).

Cuadro 6. Bacterias y Hongos utilizadas en el estudio.

BACTERIAS HONGOS
Bacillus subtilis Candida albicans
Corynebacterium xerosis Candida kruser
Escherichia coli Candida tropicalis
Enterococcus faecalis Candlida stellatoidea
Staphylococcus aureus Criptococcus neoformans
Streptococcus P.-hemolitico | Geotrichium sp.
Streptococcus mutans
Streptococcus pyogenes
Shigella flexneri
Mycobacterium phlei

7.6 Espectroscopia de infrarrojo

Para obtener los espectros de infrarrojo de las plantas de estudio fue utilizado
un espectrofotometro con transformado de Fourier Perkin Elmer serie: 1600 FTIR;
que permite determinar los grupos funcionales presentes en los extractos analizados.

La espectrofotometria de infrarrojo se basa en la medicién de la absorcién de
luz producida por la interaccién de los grupos funcionales con energia radiante en el
rango infrarrojo en funcién de la longitud de onda. El material a emplear debe estar
libre de humedad, el tipo de celda usado para esta prueba fue de Bromuro de potasio
(soluble en agua), a la cual se le aplico una ligera capa del extracto crudo de la planta,
colocando la celda en el soporte del espectrofotémetro y obteniendo la lectura de sus
componentes (teniendo como referencia un registro de absorcién de entre 4000cm™ y
670cm™; como testigo se uso la lectura del etanol (Gonzdlez et al/, 2006).
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7.7 Muestreo y andlisis de suelo

Las propiedades del suelo en las cuales crece una planta son importantes ya que
inducen a esta, en la formacién de ciertos metabolitos secundarios, como respuesta a
las condiciones bidticas y abidticas.

Para realizar este andlisis se recolecto una muestra de suelo mediante el
método del cuartil, que consiste en recolectar el material de diferentes puntos (en
este caso 5), en forma de zig-zag y a una profundidad de 20 cm, que permitio formar
una muestra compuesta (esta tuvo un peso aproximado de 1 kg) que fué colocado en
bolsas de pldstico para ser trasladado al laboratorio, marcdndose con fecha y hora de
recoleccién (Jackson, 1964).

Las propiedades fisicas analizadas fueron: densidad aparente, densidad real, y
textura; las propiedades quimicas: pH potencial, pH real y materia orgdnica. El cuadro
7, menciona los métodos por los cuales se llevaron a cabo los andlisis antes
mencionados.

Cuadro 7. Andlisis fisicos y quimicos utilizados para determinar las propiedades del suelo de la
FES-Zaragoza.

Andlisis Método

Propiedades Fisicas

Bibliografia

Densidad aparente (D.A.)

Método de la probeta

(NOM-021-RECNAT, 2000)

Densidad real (D.R.)

Método del picnémetro

(NOM-021-RECNAT, 2000)

Textura

Método de Bouyoucos

(NOM-021-RECNAT, 2000)

Propiedades quimicas

Determinacién de pH real

Solucién acuosa

(Jackson, 1964)

Determinacién de pH
potencial

Solucién de KClI

(Jackson, 1964)

Materia orgdnica

Método Walkley y Black

(Colegio de
1996).

Posgraduados,
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VIII ANALISIS ESTADISTICO

Para llevar a cabo el andlisis estadistico de este estudio fueron procesados los
datos obtenidos, mediante el programa de Statgraphics, en el cual se elaboré una
ANDEVA aplicando una prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95 % y con una
a = 0.5 (Cervantes et al., 2006).
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IX RESULTADOS Y ANALISIS
9.1 Obtencion del rendimiento en peso seco de las plantas analizadas

El cuadro 8, muestra el porcentaje del rendimiento del extracto seco para
cada planta analizada. Donde Taraxacum officinale, fue quien presenté un mayor
rendimiento pues con sélo 47.7 g de planta se obtuvo un total de 31.4 %; le sigue
Oenothera rosea, con un 8.07 %, Argemone mexicana con un 8.04 %, y por Gltimo en
Lepidium virginicum observamos que aunque conseguimos una mayor cantidad de peso
en material vegetal (212.40 g), su rendimiento fue menor al fener solo el 6.54 %.

El rendimiento del peso seco de un extracto nos permite saber que cantidad de
de material vegetal necesitamos para la preparacion de un extracto crudo, sin la
necesidad de desperdiciar o consumir en exceso este mismo, ya que en estos tiempos
es importante preservar las especies existentes que puedan ser utilizadas
posteriormente como fuente principal de obtencion de principios activos (para la
preparacién de nuevos o mejores medicamentos.

Cuadro 8. Porcentaje del rendimiento del extracto en peso seco de cada una de las plantas

analizadas

Planta Peso seco Tintura Peso neto % del

de la obtenida en del rendimiento

planta mL extracto

seco

Lepidium  virginicum L. | 212409 1,146 mL 13.99 *6.54%
(Lentejilla de campo)
Argemone mexicana L. 58.2g 640 mL 4.68g 8.04%
(Chicalote amarillo)
Taraxacum  officinale  G.H. 47.79 536 mL 15.0g **31.4%
Weber ex Wigg (Diente de
leén)
Oenothera rosea L'Herit. ex 70g 630 mL 5.65g 8.07%
Aiton (Hierba del golpe)

**Presentd un mayor rendimiento *Presentd un menor rendimiento

9.2 Evaluacion del efecto antimicrobiano frente a patdégenos para el hombre
En el cuadro 9 se muestra el efecto inhibitorio de los extractos de L.

virginicum, A. mexicana, T. officinale y O. rosea frente a las bacterias y hongos
probados, asi como las concentraciones donde se presente esta accién.
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Se observa que las especies de L. virginicum y T. officinale, no presentaron
inhibicion en ninguna de las concentraciones, hi frente a los microorganismos
patdgenos. Las especies A. mexicanay O. rosea, fueron las que presentaron actividad

inhibitoria.

Para el caso de A. mexicana, mostré efecto inhibitorio en siete de diez
bacterias y dos de seis hongos, mientras que en O. rosea, notamos un efecto
inhibitorio en seis de diez bacterias y en tres de seis hongos probados, siendo estas
especies a las que les podemos atribuir propiedades antibacteriales y antifingicas.

Cuadro 9. Resultado del efecto inhibitorio del extracto de las plantas ruderales ante los
organismos patégenos, en las diferentes concentraciones y los halos de inhibicion (mm).

ORGANISMOS

Lepidium
virginicum

Argemone mexicana

Taraxacum
officinale

Oenothera rosea

BACTERIAS

180

60 | 90 | 120 | 180

60 [ 90 | 120 |

180

60 [ 90 [ 120 | 180

Bacillus subtilis

60 [ 90 [ 120 |

3.7

Corynebacterium
Xerosis

47 46

Escherichia coli

Enterococcus
faecalis

Staphylococcus
aureus

42 53

6.8 7.8

Streptococcus f.-
hemolitico

76 4.8

6.1 6.1 44 72

Streptococcus
mutans

44 44

4.3

Streptococcus
pyogenes

- 44 52 59

Shigella flexneri

43 40 46 46

- 45 45 46

Mycobacterium
phlei

40 41 38 50

- 37 43 49

HONGOS

Candida
albicans

4955 58

Candida krusei

55 54

- 46 53

Candida
tropicalis

- 56 64 85

Candida
stellatoidea

Criptococcus
neoformans

58 81 81

Geotrichium sp.

- No presenta efecto inhibitorio
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9.3 Resultados de los antibiogramas en la planta Argemone mexicana 'y su CMI

A. mexicana, fue una de las plantas ruderales que manifesté efecto
antibacterial y antifdngico, por lo tanto en las siguientes grdficas se analizardn los
resultados obtenidos frente a las diferentes bacterias y hongos, haciendo mencion de
la concentracién minima inhibitoria (CMI), segun la concentracién para cada orgahismo.

En la grdfica 1, para B. subtilis, observamos que para las concentraciones de
60, 90 y 120 mg.mL'1 no hubo un efecto de inhibicidn, pero en la concentracién de 180
mg.mL™" si presenté este efecto desarrollando halos de 3.7 mm; esto puede deberse a
que B. subtilis es una bacteria resistente, ya que cuenta con una endospora que le
proporciona proteccién ante condiciones extremas del ambiente (Madigan y Martinko,
2005). Por ello la CMI se presenta a los 180 mg.mL™. La Fig. 7 muestra el crecimiento
del halo de inhibicién para esta bacteria.

Grdafica 1, Efecto de inhibicién de A. mexicana B. subtilis.

En este caso se puede realizar un andlisis posterior en el cual se prueben
concentraciones mds altas, pero teniendo en cuenta que esto implica el uso de una
mayor cantidad de material vegetal y tal vez presente efectos de toxicidad causados
por los alcaloides encontrados en A: mexicana.

=

Fig. 7. B. subtilis, halo de inhibicién presente en la concentracién de 180 mg.mL™ en A.
mexicana.
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Para la grdfica 2 el efecto de inhibicidn en C. xerosis, no se observé en las
concentraciones de 60 y 90 mg.mL™, pero en el caso de las concentraciones de 120 y
180 mgmL' si hubo un efecto de inhibicién, con halos de 47 y 46 mm
respectivamente. El andlisis estadistico para estas dos Ultimas concentraciones nos
indican que son iguales (apéndice); su CMI esta dentro de los dos valores, pero se
recomienda la menor por ftener un menor gasto de material vegetal. En la figura 8 se
muestran los halos de inhibicion desarrollados en las diferentes concentraciones.

Grafica 2. Efecto de inhibicidn de A. mexicana, en C. xerosis,

Fig. 8 C xerosis a) Halo de inhibicién concentracién de 120 mg.mL™, b) Halo de inhibicién
concentracién 180 mg.mL™
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El resultado del efecto de inhibicién para S. aureus, en la grdfica 3 muestra
que las concentraciones de 60 y 90 mg.mL™ no inhiben el crecimiento de esta cepa; y
en el caso de 120 y 180 mg.mL™’ si existe efecto inhibitorio; sin embargo para el
andlisis estadistico observamos que en la concentracién de 120 mg.mL" el tamafio del
halo es de 4.2 mm y para la concentracién de 180 mg.mL™ el halo es de 5.3 mm,
presentando diferencias significativas estadisticas. Su CMI fue de 120 mg.mL™. Este
comportamiento es similar al observado en la bacteria anterior (€ xerosis), puesto
que ambas mostraron efecto de inhibicién en las dos dltimas concentraciones. La
figura 9 para B. subtilis, muestra algunos halos de inhibicién, formados con esta cepa.

Grafica 3. Efecto de inhibicidn de A. mexicanaen S. aureus.

Fig. 9 5. aureus, a) Halo de inhibicién concentracién 120 mg.mL'l, b) Halo de inhibicién
concentracién 180 mg.mL™
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La grdfica 4, de la bacteria S. B-hemolitico indica que el efecto de inhibicién
estd reflejado en tres de cuatro concentraciones probadas 90, 120 y 180 mg.mL™ (no
hay efecto de inhibicién en 60 mg.mL™). En cuanto a su andlisis estadistico muestra
diferencias, ya que para 90 mg.mL™ su halo fue de 4.0 mm; en 120 mg.mL™" de 7.6 mm,
presentando diferencias significativas entre estos dos valores; comparando el valor
de 120 mg.mL™ al de 180 mg.mL™ con un halo de 4.8 mm, este (ltimo es mucho menor al
primero, por ello presentan diferencias estadisticas (apéndice). Presentdndose para
esta bacteria una CMI de 90 mg.mL'1.

En el caso de las dos Ultimas concentraciones, las variantes pueden deberse a

que los halos de inhibicién presentan una forma irregular y no circular. En la figura 10,
observamos de forma mds detallada el crecimiento irregular de los halos.

Grafica 4.Efecto de inhibicidn de A. mexicanaen S. B-hemolitico.

Fig. 10. 5. p-hemolitico a) Halo de inhibicién concentracién 90 mg.mL™; b) Halo de inhibicién
concentracién de 120 mg.mL™ (irregular); c) Halo de inhibicién concentracién de 180 mg.mL™.
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La grdfica 5 que muestra el resultado de S. mutans, nos indica que de las
cuatro concentraciones probadas, solo en 60 mg.mL'1 no hay efecto de inhibicién, mds
sin en cambio para 90, 120 y 180 mg.mL™ si se observa este efecto., presentando halos
con tamafios de 4.44, 4.48 y 4.48 mm respectivamente y segln su andlisis estadistico
todas son iguales (apéndice). Las tres concentraciones se pueden considerar como la
CMI, pero se recomienda la primera por presentar un gasto menor en cuanto al
material orgdnico. La figura 11, muestra los halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones probadas.

Grafica 5. Efecto de inhibicién de A. mexicana en S. mutans.

Fig. 11 S mutans. a) Halo de inhibicién concentracién de 90 mg.mL(difusién no circular
irregular), b) Halo de inhibicidn concentracién de 120 mg.mL?, ¢) Halo de inhibicién
concentracién de 180 mg.mL™.
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Para la grdfica 6 S. flexneri, mostré un efecto de inhibicién en las cuatro
concentraciones probados 60, 90, 120 y 180 mg.mL'1 con halos de 4.3, 4.0, 46y 4.6
mm, respectivamente. El andlisis estadistico indica que la concentracién de 60 mg.mL™
y 90 mg.mL'son iguales; pero esta (ltima comparada con 120 mg.mL™ presentan
diferencias , y finalmente 120 y 180 mg.mL™ son iguales (apéndice). La CMI se dd en
los 60 mg.mL™. El valor bajo de la concentracién de 90 mg.mL™”, puede deberse a que
en A. mexicana, al igual que en C, xerosis los halos no siempre se observaron de forma
circular (Figura 12).

Grafica 6. Efecto de inhibicion de A. mexicana para S. flexneri.

Fig. 12 S. flexneri a) Halo de inhibicién concentracién de 60 mg.mL™, b) Halo de inhibicién
concentracién de 90 mg.mL™?, ¢) Halo de inhibicién concentracién de 120 mg.mL™?, d) Halo de
inhibicién concentracién de 180 mg.mL™.
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Observando la grdfica 7, para M. phlei, al igual que en la bacteria anterior el
efecto inhibitorio se reflejo en las cuatro concentraciones probadas 60, 90, 120 y 180
mg.mL”, el tamafio de sus halos fué de 4.0, 4.1, 3.8 y 5.0 mm, respectivamente; el
andlisis estadistico muestra que 60 y 90 mg.mL", son iguales y 120 mg.mL™" con 180
mg.mL" presentan una diferencia estadistica significativa (ver apéndice). Para este
caso la CMI esta presente a los 60 mg.mL™. La figura 13 muestra el crecimiento de
algunos de sus halos de inhibicién.

Grafica 7. Efecto de inhibicion de A. mexicana para M. phlei.

Fig. 13 M. phlei a) Halo de inhibicién concentracién 90 mg.mL™, b) Halo de inhibicién
concentracién de 120 mg.mL™, ¢) Halo de inhibicién concentracién de 180 mg.mL™.
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En cuanto a los resultados del andlisis realizado con seis cepas de hongos, dos
presentaron efecto de inhibicion frente al extracto de A. mexicana, siendo estos
hongos C. krusei y C. tropicalis., los cuales se muestran en las grdficas 8 y 9.

Dentro de las pruebas realizadas con el hongo de C. krusei, (grdfica 8),
podemos comprobar que el extracto de A. mexicana, causa un efecto de inhibicion en
tres concentraciones de cuatro probadas 90, 120 y 180 mg.mL'l, mostrando halos de
41,55 y 54 mm respectivamente. En cuanto al andlisis estadistico vemos que 90
mg.mL" comparada con 120 mg.mL", presenta una diferencia significativa; pero 120
mg.mL™y 180 mg.mL™ son iguales (apéndice). Por lo tanto la CMI para este hongo se da
alos 90 mg.mL™. En La figura 14 se observa el crecimiento de estos halos.

Grafica 8. Efecto de inhibicion de A. mexicana para C. krusei.

Fig. 14. Candida krusei a) Halo de inhibicién concentracién de 90 mg.mL™, b) Halo de
inhibicién concentracién de 120 mg.mL™, c) Halo de inhibicién concentracién de 180 mg.mL™.
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En la gréfica 9 de C. tropicalis, para la concentracién de 60 mg.mL™ no existe
efecto de inhibicidn; en el caso de las concentraciones 90, 120 y 180 mg.mL1, si se
formaron respectivamente los halos de 5.6, 6.4 y 8.5 mm; el andlisis estadistico
muestra que todas las concentraciones presentan diferencias significativas, por lo
tanto son consideradas como dosis dependiente, ya que al aumentar esta, aumenta el
tamafio del halo de inhibicién. El valor de la CMI se da a los 90 mg.mL™” (apéndice). La
figura. 15 muestra este crecimiento de los halos de inhibicion.

Grafica 9. Efecto de inhibicidn de A. mexicana para C. tropicalis.

Fig. 15. C tropicalis a) Halo de inhibicién concentracién 90 mg.mL™, b) Halo de inhibicién
concentracién de 120 mg.mL™, ¢) Halo de inhibicién concentracién 180 mg.mL™.
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En la grdfica 10 podemos observar el comportamiento general de las bacterias
y hongos, frente al extracto de A. mexicana y los tamafios de los halos de inhibicién de
la CMI, para cada una de las cepas probadas.

En estd dltima grdfica (10), referente a los resultados obtenidos con el
extracto de A. mexicana, vemos que en las bacterias S. flexneri y M. phlei, mostraron
una CMI en los 60 mg.mL", en S. p-Hemolitico y S. mutans la CMI se dio a los 90
mg.mL™; para € xerosis y S. aureus, se observé en los 120 mg.mL™ y finalmente en 8.
subtilis, la CMI fué de 180 mg.mL™. Esto nos muestra que la bacteria mas resistente
es B subtillis, y en el caso de los hongos tanto en C Arusei como en C. tropicalis, la
CMI, se presenté a los 90 mg.mL™.
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Grafica 10. Tamafio de halos en las concentraciones minimas inhibitorias de A. mexicana en
bacterias y hongos.

La bacteria de B subtilis donde la CMI Unicamente la observamos a los 180
mg.mL™, se podrian realizar pruebas posteriores con concentraciones mds altas, pero
se debe tener cuidado pues segln Cifuentes y Ortega (1990) esta planta contiene
alcaloides que son considerados téxicos por causar pardlisis muscular; otro factor que
deberd fomarse en cuenta es que para preparar concentraciones mds altas estas
tendrdn un mayor gasto de material vegetal.
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Por los resultados observados para A. mexicana, podemos considerar que esta
presenta un efecto de inhibicién mayor como antibacterial, ya que logro inhibir al 70%
de las bacterias probadas, en el caso de los hongos solo inhibié el 30% (2 de 6), de tal
forma que aunque consideramos que si tiene efecto antifingico, esto lo hace solo con
dos de seis cepas probadas.

Resultados de los antibiogramas en la planta Oenothera rosea y su CMI

El efecto de los organismos probados con las diferentes concentraciones
preparadas con el extracto de O. rosea, se muestran en las siguientes grdficas y
figuras. Podemos observar que en la grdfica 11 el efecto inhibitorio para 5. aureus se
reflejo solo en dos concentraciones ya que en 60 y 90 mg.mL"' no hay efecto
inhibitorio; en el caso de las concentraciones 120 y 180 mg.mL " el efecto de inhibicién
si fue evidente presentando halos de 6.8 y 7.8 mm cada uno. El andlisis estadistico
indica que existe una diferencia significativa entre ellos (apéndice). Su CMI se dio a
los 120 mg.mL™". La figura 16 muestra el crecimiento de algunos halos.

Tamafio del halo (mmj)
s

120 180
C oncentracion (mg/ml)

Grafica 11. Efecto de inhibicién de O. roseaen S. aureus.

Fig. 16 S. aureus, a) Halo de inhibicién concentracién 120 mg.mL™, b) Halo de inhibicién
concentracién 180 mg.mL ™.
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En el caso de la bacteria S. p-hemolitico de la grdfica 12, el efecto de
inhibicién se dié en las cuatro concentraciones probadas 60, 90, 120 y 180 mg.mL™ los
halos observados tienen un tamafio de 6.1, 6.4, 4.4 y 7.2 mm respectivamente; por lo
tanto su andlisis estadistico sefiala que los valores de los halos de las concentraciones
de 60 y 90 mg.mL" son iguales; para 90 y 120 mg.mL"’ presentan una diferencia
estadistica significativa; ya que el halo de 120 mg.mL™” es menor al de 90 mg.mL™"; y
para 120 y 180 mg.mL' también se presenta una diferencia estadistica significativa
(apéndice). Esta variante en el tamafio del halo se debe a que en algunos no se
presenté la forma circular cominmente observada, (considerdndolos irregulares)
provocando la variante en el tamaiio del mismo.

Para esta bacteria la CMI se dio a los 60 mg.mL™. La figura 17 muestra el
crecimiento variado de los halos de inhibicidn para esta cepa.

Grafica 12. Efecto de inhibicién de O. roseaen S. p-hemolitico.

Fig. 17. 5. p-hemolitico, a) Halo de inhibicidn concentracién de 60 mg.mL™; b) Halo de
inhibicidn concentracién de 120 mg.mL™, ¢) Halo de inhibicién concentracién de 180 mg.mL™, d)
Halo de inhibicidn concentracién de 180 mg.mL™.
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La grdfica 13 para la bacteria de S. mutans se observé que Unicamente hay
efecto de inhibicién para la concentracién de 180 mg.mL™?, ya que las concentraciones
de 60, 90 y 120 mgmL" no presentaron efecto inhibitorio; el halo encontrado
presenta un tamafio de 4.3 mm; siendo su CMI la observada en los 180 mg.mL™. La
figura 18 muestra el crecimiento del halo.

La bacteria de 5. mutans, es conocida por provocar las caries de los dientes en
un medio de pH bajo, por ello este resultado resulta ser importante, ya que la
poblacion sufre constantemente de este padecimiento. Podria realizarse otro estudio
con otras concentraciones que se encuentren entre los 140 y 160 mg.mL™”, ya que el
tamafio del halo encontrado no es muy pequefio y podria encontrarse una CMI menor a
la identificada, ademds de que si se obtiene un resultado favorable podriamos tener
un gasto menor de material vegetal.

Grafica 13. Efecto de inhibicién de O. roseaen S. mutans.

Fig. 18 S. mutans, halo de inhibicién presente en la concentracién de 180 mg.mL
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5. pyogenes, grdfica 14 mostré un efecto de inhibicidn en las concentraciones
de 90, 120 y 180 mg.mLcon halos de 4.4, 5.2 y 5.9 mm respectivamente; segin su
andlisis estadistico todos los valores presentan una diferencia significativa (apéndice),
siendo su CMI la encontrada en 90 mg.mL™". No presenta efecto de inhibicién a los 60
mgmL™. La figura 19 muestra el crecimiento de los halos en las diferentes
concentraciones probadas.

Grafica 14 Efecto de inhibicidn de O. roseaen S. pyogenes.

Fig. 19. 5. pyogenes, a) Halo de inhibicién concentracién de 90 mg.mL'i, b) Halo de inhibicién
concentracién de 120 mg.mL™, c) Halo de inhibicién concentracién de 180 mg.mL™.
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Para el caso de la grdfica 15 mostramos el efecto de inhibicién para la bacteria
de S. flexneri, en la cual vemos que para la concentracién de 60 mg.mL™ no hay efecto
inhibitorio; en las concentraciones de 90, 120 y 180 mg.mL™ si hay efecto y presenta
halos de inhibicién de las siguientes medidas 4.5, 4.5 y 4.6 respectivamente; por lo que
su andlisis estadistico nos dice que todas son iguales (apéndice). Para este caso la CMI
puede ser cualquiera, pero se recomienda la de 90 mg.mL™, por el ahorro de material
vegetal y en este caso al igual que en otros también se pueden realizar otras pruebas
con concentraciones mds altas, pero seria importante poder saber que tan téxica es
esta planta. La figura 20 muestra el crecimiento de los halos.

Grafica 15 Efecto de inhibicién de O. roseaen S. flexenri.

Fig. 20 S. flexneri, a)Halo de inhibicién concentracién de 90 mg.mL™, b) Halo de inhibicidn
concentracién 120 mg.mL™, ¢) Halo de inhibicién concentracién de 180 mg.mL™.
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Observando la grdfica 16 para M. phlei, esta al igual que la anterior presentd
efecto de inhibicién en tres concentraciones ya que 60 mgmL?, no mostré efecto
alguno; las concentraciones que si tuvieron efecto inhibitorio presentaron halos de los
siguientes tfamafios concentracién de 90 mg.mL™ halo de 3.7 mm, concentracién de 120
mg.mL™ halo de 4.3 mm y concentracién de 180 mg.mL™ halo de 4.9 mm; su andlisis
muestra que todas presentan diferencia estadistica significativa (apéndice), su CMI
se presento a los 90 mg.mL™. La figura 21 muestra los halos de inhibicién para esta
cepa.

Al igual que las bacterias de S. aureus, y C. tropicalis con el extracto de A.
mexicana y S. aureus, S. pyogenes del extracto de O. rosea, el efecto inhibitorio
observado en estas cepas, son dosis dependientes, pues claramente se observa que al
aumentar la concentracion aumenta el tamafio del halo de inhibicidn.

Grafica 16. Efecto de inhibicion de O. rosea en M. phlei.

Fig. 21. M. phlei, a)Halo de inhibicién concentracién de 90 mg.mL™, b) Halo de inhibicidn
concentracién de 120 mg.mL™, ¢) Halo de inhibicién concentracién de 180 mg.mL™.
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Para el andlisis de los hongos probados y comprobar la efectividad del extracto
de O. rosea, observamos que este tiene un efecto inhibitorio para tres de seis hongos
probados y las grdficas siguientes muestran los resultados.

En la grdfica 17 para C albicans, observamos que el efecto de inhibicion estd
presente en las cuatro concentraciones probadas 60, 90, 120 y 180 mg.mL™ con halos
de 49,55, 5.8 y 6.6 mm respectivamente, por lo que su andlisis indica que 60 mg.mL™
y 90 mg.mL™ son iguales; la concentracién de 90 y 120 mg.mL™ no muestran diferencia
entre si; y 120 y 180 mg.mL ™ tienen una diferencia significativa entre ellas (apéndice).
Su CMI es a los 90 mg.mL™. La figura 22 muestra los halos de inhibicidn.

Grafica 17. Efecto de inhibicién de O. roseaen C. albicans.

Fig. 22.C albicans, a) Halo de inhibicién concentracién de 60 mg.mL™, b) Halo de inhibicién
concentracién de 90 mg.mL™?, ¢) Halo de inhibicién concentracién de 120 mg.mL™, d) Halo de
inhibicién concentracién de 180 mg.mL™.
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C. krusei observada en la grdfica 18, muestra que esta cepa es sensible ante las
concentraciones de 90, 120 y 180 mg.mL’l, que presentan halos de 4.6, 5.3 y 45 mm
respectivamente, ya que la concentracién de 60 mg.mL™ no tiene halo de inhibicién,
segln el andlisis estadistico efectuado todas presentan diferencias significativas
(apéndice), su CMI se presenté a los 90 mg.mL™. La figura 23 muestra los halos de
esta cepa.

Grafica 18. Efecto de inhibicién de O. roseaen C kruser.

Fig. 23. C krusei, a) Halo de inhibicién concentracién de 90 mg.mL™, b) Halo de inhibicién
concentracién de 120 mg.mL™, ¢) Halo de inhibicién concentracién de 180 mg.mL™.
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Por dltimo en la grdfica 19 podremos observar el resultado para € neoformans,
quien presentd un efecto inhibitorio en las cuatro concentraciones con halos de 5.8,
8.1, 81 y 8.3 mm para cada una; por lo que su andlisis estadistico dice que la
concentracién de 60 y 90 mg.mL™ presentan diferencia significativa; pero 90, 120 y
180 mg.mL™ son iguales entre si (apéndice), por lo que su CMI es la registrada a los 60
mg.mL™. La figura 24 muestra el crecimiento de sus halos.

Grafica 19. Efecto de inhibicidn de O. rosea en C. neoformans.

Fig. 24 C neoformans a) Halo de inhibicién concentracién de 60 mg.mL™, b) Halo de inhibicién
concentracién de 90mg.mL™, ¢) Halo de inhibicién concentracién de 120 mg.mL™?, d) Halo de
inhibicién concentracién de 180 mg.mL™.
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La grdfica 20, muestra el resultado general obtenido del extracto de O. rosea
para las bacterias y hongos, asi como los halos de inhibicién en las CMI.

me0 ©O.90 0O.120 B3.180

Tamaiio del halo (mm)
N

S. B-
C. krusei

S. mutans W //%

hemolitico

S. pyogenes
S. flexneri

M. plhei

S. aureus

C. albicans

C. neoformans

Concentracién (mg/mL)

Grafica 20. Tamafio de halos en las concentraciones minimas inhibitorias de O. rosea en
bacterias y hongos.

Segln los datos observados en la grdfica 20, el extracto de O. rosea, inhibié a
seis de diez bacterias probadas siendo estas; S: S-hemolitico quien fué la dnica en la
que su CMI fue de 60 mg.mL™, S. pyogenes, S. flexneri y M. phlei, mostraron una CMI
de 90 mgmL?, en S. aureus, fue de 120 mg.mL™' y para S. mutans, se dié en 180
mg.mL"; en el caso de los hongos C. albicans y C, neoformans, tuvieron una CMI a los 60
mg.mL" y C: krusei en los 90 mg.mL™. Esta planta tuvo un efecto en el 60 % de las
bacterias comprobando que tiene accién antibacterial y un 50 % en el caso de los
hongos, funcionando atn mejor como antiflingica, puesto que . neoformans , es uno de
los hongos mds dificiles de combatir y presenta los halos de mayor tamafio.

Las bacterias £. coli y E. faecalis, no presentaron ningun tipo de inhibicién para
ninguna de las cuatro plantas probadas; en el caso de los hongos C. stellatoidea y
Geotrichium sp., tampoco mostraron efecto de inhibicién en las plantas analizadas,
siendo estos los organismos patdgenos que no son inhibidos, pero se les puede realizar
ofro andlisis probando concentraciones mayores a las ya trabajadas.
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Estrada (1995) dicen que la planta ruderal A. mexicana tiene aceites, sales
minerales y gluten que permiten combatir quemadas, escaldaduras, llagas, Ulceras
externas, cortadas leves, etc. Esto concuerda con los resultados obtenidos, ya que al
curar este tipo de heridas, es por que posee un efecto antimicrobiano.

Segln Cifuentes y Ortega (1990) por los alcaloides que presenta A. mexicana
puede provocar un efecto paralizante en los misculos, ademds de producir irritaciones
en la piel. Esto lo corrobora Martinez (1996), al mencionar que esta planta es
considerada como una especie téxica y esto es similar en el trabajo de Maldonado y
colaboradores (2004), por ello si se realizan pruebas con dosis mas altas, es necesario
evaluar cual seria la CMI que no presente toxicidad y que tenga efecto inhibitorio
sobre estas cepas probadas o bien otras especies patégenas.

En el caso de O. rosea, son escasos los estudios sobre el uso medicinal de esta.
En la investigacidn realizada por Yarlenque y colaboradores (2007), el extracto acuoso
presenta un efecto anticoagulante. ¥ ahora con este trabajo podemos decir que
también posee las propiedades de un antibacterial y antifingico

Se esperaba que L. virginicum, tuviese un efecto antibacterial pues segun sus
usos medicinales esta se usa para enfermedades gastrointestinales principalmente
(Martinez, 1996; Linares, 1995). Estudios realizados recientemente con esta planta
han comprobado mediante la preparacién de un extracto acuoso de la raiz que tiene
propiedades antibacterianas frente a £. coli, salmonella, typhi y S. brydii, el extracto
metandlico de la planta entera tiene efecto antiprotozoario frente a Entamoeba
histolytica, Giarda lambia, el extracto acuoso de raiz también inhibe a £ Aistolyticay
el extracto del etilo de la semilla inhibe a &. /ambia. (Osuna, 2005). Esto no lo pudimos
evaluar ya que en este estudio se uso la parte aérea para obtener el extracto vegetal
y no se consideré a la raiz, ya que esta habia sido estudiada.

En el caso de T. officinale, se esperaban resultados como antiflngico pues
seglin Maurya y colaboradores (2005) han realizado estudios referentes a sus
componentes quimicos como inhibidores de hongos. Castro y colaboradores (2002)
mencionan que el contenido de sus metabolitos secundarios presenta posibles efectos
como hipoglucemiante.

Gutiérrez y Betancourt (2006) indican que el 75% de las plantas medicinales
que se comercializan en México provienen de comunidades rurales e indigenas y dentro
de estas A. mexicana, Oenothera rosea, siendo de las plantas ruderales mds usadas,
asi como L. virginicum 'y T. offinale, aunque no presentaron efecto inhibitorio, con el
grupo de organismos patdgenos probados.
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9.5 Grupos funcionales de las plantas con efecto inhibitorio
La determinacién de los grupos funcionales de las plantas en las cuales se
presentaron efectos de inhibicién ante los diferentes organismos patégenos probados,

se llevé a cabo mediante una espectroscopia de infrarrojo.

En las figuras 25 y 26 se muestran los espectros de infrarrojo de las dos
plantas analizadas que tuvieron efecto antibacterial y antifingico.

Espectro Infrarrojo del extracto de Argemone mexicanal.

Fig. 25 Espectro de infrarrojo del extracto de Argemone mexicanal.
Los grupos funcionales registrados segtin su longitud de onda son:

3280.8 - OH (alcohol) asociado intermolecularmente (pueden ser enlaces de alcohol)
fenol, dcido carboxilico, C - OH
2920.5 - alcano (C-CH) o bien C - OH, €=0 (banda aromdtica O - aminodcidos,

[
(C-C-OH) o dcido carboxilo

1725.0 - aldehido (C=0) (] - dicetona)
1665.1 - aldehido (H-C=0 -« *H) - cetonas ¢ =3 =0, - insaturado

1616.0 - aromdtico (p - dulcelonas quelatadas) C=C, G C=N, NO(unida)
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1396.6 - Compuestos azufre (SO;)
1240.1 - C - O sin valor promedio

El espectro de I.R del extracto de Argemone mexicana L. (Chicalote amarillo),
presenta grupos funcionales como alcoholes, fenol, grupos aromdticos con aldehidos y
amidas, ademds de compuestos con azufre (SO;)

Espectro Infrarrojo del extracto de Oenothera roseal'Herit. ex Aiton

Fig. 26 Espectro de infrarrojo del extracto de Oenothera roseal'Herit. ex Aiton
Los grupos funcionales registrados segtn su longitud de onda son:

3335.3- OH asociado intermolecularmente (polimero)

29236 - } OH asociado en quelatos O - H----0O = C (cetonas, [
2855.8 - dicarbonilicos)

1733.1- } aromdtico “Huella del benceno”

1616 .0 -
1452.6 - aromdtico
1398.1 - = CH (alqueno C=C)

El extracto de O. rosea, presenta en el espectro del IR, grupos funcionales
como alcoholes dentro de la molécula y alcoholes asociados a quelatos donde se pueden
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presentar dobles enlaces, ademds de grupos aromdticos, ya que se presenta la huella
del benceno.

El andlisis de espectroscopia de infrarrojo es de tipo cualitativo, ya que nhos
muestra solo la presencia de grupos funcionales de los extractos y nos permite hacer
algunas inferencias en la presencia de algunos principios activos.

A. mexicana, cuenta con compuestos azufrados de interés terapéutico que no
se encuentran en forma de heterdsidos, teniendo aplicaciones de bactericida y
antiséptico, la presencia de dcidos fenilcarboxilicos por via externa actdan como
antisépticos, antiflngicos y antiviricos, de igual forma los aldehidos tienen la funcion
de antibacteriales y antifingicos (Kuklinski, 2003). En el caso de O. rosea, también
presenta algunos alcoholes y al ver la presencia de estos grupos funcionales se infiere
que son parte de las causas que hacen presente un efecto antimicrobiano. Referente a
esta planta son pocos los estudios con los cuales se puede hacer una comparacién
referente a sus metabolitos secundarios,

9.6 Andlisis del estudio de suelo de la FES-Zaragoza

En este trabajo se efectud un andlisis de las propiedades fisicas y quimicas del
suelo, ya que este tiene una gran influencia en la nutricién vegetal y por ello en la
produccion de metabolitos primarios y secundarios (Gutiérrez, 1997). El cuadro 10

presenta los valores de las propiedades del suelo donde crecen las plantas de estudio.

Cuadro 10. Resultados obtenidos del andlisis del suelo.

Andlisis Resultados
Propiedades Fisicas

Densidad aparente (D.A.) en 0.94 g/cc

g/cc

Densidad real (D.R.) en g/cc 2.64 g/cc

% de E.P 65.9
Franco-arenosa

Textura % arcilla 3.079

% limo 32.98
% arena 63.95

Propiedades quimicas

Determinacién de pH real 6.9
Determinacién de pH 6.83
potencial

Materia orgdnica (MO) 3.60
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Estos resultados nos permiten decir que el valor de la DA y DR (0.94 y 2.64
g.cc”! respectivamente) nos determina un suelo ligero con una alta porosidad (65.9 %),
sobre todo de macroporos debido al 63.95 % de arena y el alto contenido de materia
orgdnica (3.6), mostrando que este suelo presenta como caracteristicas principales
una capacidad radicular, circulacion de gases y almacenamiento de agua favorables
para el crecimiento de las plantas. La clasificacién textural de este suelo es franco-
arenoso (Thompson, 1982; FitzPatrick, 1985).

El pH de 6.8 seglin la Norma Oficial nos dice que es un suelo ligeramente
bdsico, con tendencias a la neutralidad, pues su valor se encuentra en los limites de la
basicidad, un pH de 6.5 a 8.0 indica la presencia de un suelo saturado principalmente
por bases (Boul, et a/., 1981). Por lo tanto hay una disponibilidad de nutrimentos.

Los suelos poseen propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas que tienen
influencia sobre el desarrollo vegetal, permitiendo que crezcan sin limitantes o bien en
condiciones de stress, lo que provoca que las plantas modifiquen su metabolismo,
afectando la sintesis de metabolitos secundarios, por ejemplo, Khaosaad y
colaboradores (2006), realizaron un estudio en tres genotipos de orégano, a los cuales
les aplicaron diferentes dosis de fdosforo y los inocularon con lo hongos micorrizicos
arbusculares, para observar el efectos sobre la produccion de aceites esenciales,
encontrando que la inoculacién con los hongos provocé un incremento en el contenido
de los aceites esenciales en dos de tres genotipos de orégano utilizados.

Se sabe que el efecto de los abonos con nitrégeno sobre la produccién de
alcaloides ha sido objeto de considerables estudios; ya que los fertilizantes
nitrogenados incrementan el tamafio de las plantas y sus cantidades de alcaloides
producidas. Los efectos del nitrdgeno sobre los contenidos en heterdsidos y en
esencias parecen variables; debido a que el resultado final depende del efecto general
del nitrégeno sobre el metabolismo de la planta (Trease, 1991; Gutiérrez, 1997).
Fonseca (2008), observé que la especie C. brasiliense, al ser colectada y analizada
presenté variabilidad quimica debido a las diferentes condiciones ambientales en las
que se desarrolla.

Como dato complementario se tiene informacion de que los suelos de la FES-
Zaragoza CII, han sido enriquecidos con suelos que provienen de lugares como el Izta-
Popo, que tienen como caracteristica principal ser suelos ricos en materia orgdnica y
permiten un buen crecimiento de las plantas, de tal forma que el suelo analizado no
presenta las caracteristicas de los suelos originales (salino-sédicos), debido al aporte
de materia orgdnica principalmente, pues el muestreo para este andlisis fué tomado de
0-20 cm de profundidad.
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IX. CONCLUSIONES

En cuanto al rendimiento del peso seco de los extractos, se encontré que
Taraxacum Officinale Weber, fué la que tuvo un mayor porcentaje de rendimiento del
extracto sequida de Lepidium virginicum L.

Lepidium virginicum L. y Taraxacum officinale Weber, no presentaron efecto
inhibitorio con ninguna de las cepas analizadas.

Argemone mexicana L. inhibié siete bacterias de diez y dos hongos de seis
probados. En el caso de Oenothera rosea L. Her ex. Aiton, esta presenté un efecto
inhibitorio en seis bacterias y tres hongos; por lo tanto esta dos plantas ruderales
presentan efecto antibacterial y antifingico.

La CMI vario en cada caso, pero por lo general esta se reflejo en las
concentraciones de 90 mg.mL™’

Los grupos funcionales encontrados mediante la espectroscopia de infrarrojo
del extracto de Argemone mexicana L. y Oenothera rosea L. Her ex Aiton, son
principalmente alcohol (fenol, dc. carboxilico, cetonas, B-dicetona), alcanos, aldehidos,
compuestos de azufre, alquenos y sustancias aromdticas.

El enriquecimiento que ha tenido el suelo de la FES-Zaragoza, a través del
tiempo le ha permitido a estas plantas desarrollarse de modo favorable, pues los
andlisis fisicos y quimicos hos confirman un suelo con un alto contenido de MO, ligeros
y con una textura franco arenosa.

Por lo tanto podemos decir que la hipétesis se cumplié de manera parcial pues
de las cuatro plantas ruderales analizadas solo dos (Argemone mexicana y Oenothera
rosea) presentaron efecto inhibitorio en las cepas de organismos patégenos probadas
en esta investigacion.
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. SUGERENCIAS

e En las dos plantas en las cuales no hay efecto inhibitorio se pueden realizar
pruebas utilizando otras cepas de bacterias y hongos no solo patdgenos para el
hombre sino tfambién de organismos que afectan a las plantas.

e Enel caso de las dos bacterias en las que la CMI se presentd en 180 mg.mL™, se
pueden redlizar estudios posteriores en donde las concentraciones sean
aumentadas y oscilen entre 120, 140 y 160 mg.mL", para encontrar la CMI real
en estos organismos.

e Realizar un estudio para evaluar el grado de toxicidad de los extractos en los
cuales se presenté efecto antimicrobiano.

¢ Hacer una evaluacidon de estas mismas especies ruderales, que se desarrollen
en otras condiciones edafoclimaticas.
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APENDICE

Argemone mexicana L. (Chicalote amarillo)

Norma Angélica Garcia Medina

Pruebas de comparacién miltiple de Tukey en Bacillus subtilis

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

120 5 0.0 X

90 5 0.0 X

180 5 3.78 X

Contrast Difference + /- Limits
60 - 90 0.0 0.219285
60 - 90 0.0 0.219285
60 - 120 0.0 0.219285
60 - 120 0.0 0.219285
60 - 180 *.3.78 0.219285
90 - 120 0.0 0.219285
90 - 180 *.3.78 0.219285
120 - 180 *-3.78 0.219285

* Presentan diferencia estadistica significativa.

Pruebas de comparacion mlltiple de Tukey en Corynebacterium xerosis

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

90 5 0.0 X

60 5 0.0 X

180 5 4.64 X

120 5 4.74 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 0.0 0.990023
60 - 120 *-4.74 0.990023
60 - 180 *-4.64 0.990023
90 - 120 *-4.74 0.990023
90 - 180 *-4.64 0.990023
120 - 180 0.1 0.990023

* Presentan diferencia estadistica significativa.
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Pruebas de comparacién miltiple de Tukey en Staphylococcus aureus

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

90 5 0.0 X

120 5 4.2 X

180 5 5.34 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 0.0 0.484806
60 - 120 *-4.2 0.484806
60 - 180 *-5.34 0.484806
90 - 120 *-4.2 0.484806
90 - 180 *-5.34 0.484806
120 - 180 *-1.14 0.484806

* Presentan diferencia estadistica significativa.

Pruebas de comparacion miltiple de Tukey en Streptococcus p-hemolitico

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

90 5 4.08 X

180 5 4.86 X

120 5 7.66 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 *-4.08 0.430817
60 - 120 *-7.66 0.430817
60 - 180 *-4.86 0.430817
90 - 120 *-3.58 0.430817
90 - 180 *-0.78 0.430817
120 - 180 *2.8 0.430817

* Presentan diferencia estadistica significativa.
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Pruebas de comparacién mlltiple de Tukey en Streptococcus mutans

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

90 5 4.44 X

120 5 4.48 X

180 5 4.48

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 *-4._44 0.902395
60 - 120 *-4.48 0.902395
60 - 180 *-4.48 0.902395
90 - 120 -0.04 0.902395
90 - 180 -0.04 0.902395
120 - 180 0.0 0.902395

* Presentan diferencia estadistica significativa

Pruebas de comparacion mdltiple de Tukey para Shigella flexneri

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

90 5 4.04 X

60 5 4.3 XX

120 5 4.6 XX

180 5 4.66 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 0.26 0.355362
60 - 120 -0.3 0.355362
60 - 180 *-0.36 0.355362
90 - 120 *-0.56 0.355362
90 - 180 *-0.62 0.355362
120 - 180 -0.06 0.355362

* Presentan diferencia estadistica significativa
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Pruebas de comparacion mdltiple de Tukey para Mycobacterium phlei.

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

120 5 3.88 X

60 5 4.04 X

90 5 4.18 X

180 5 5.02 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 -0.14 0.658197
60 - 120 0.16 0.658197
60 - 180 *-0.98 0.658197
90 - 120 0.3 0.658197
90 - 180 *-0.84 0.658197
120 - 180 *-1.14 0.658197

* Presentan diferencia estadistica significativa.

Pruebas de comparacion miltiple de Tukey en el hongo Candida krusei

Method: 95.0 percent LSD
ConcentracionesCount Mean

Homogeneous Groups

60 - 90
60 - 120
60 - 180
90 - 120
90 - 180
120 - 180

0.831102
0.831102
0.831102
0.831102
0.831102
0.831102

* Presentan una diferencia estadistica significativa.
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Pruebas de comparacion miltiple de Tukey en el hongo Candida tropicalis

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

90 5 5.6 X

120 5 6.4 X

180 5 8.56 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 *-5.6 0.581721
60 - 120 *-6.4 0.581721
60 - 180 *-8.56 0.581721
90 - 120 *-0.8 0.581721
90 - 180 *-2.96 0.581721
120 - 180 *-2.16 0.581721

* Presentan una diferencia estadistica significativa.

Oenothera roseal'Herit. ex Aiton (Hierba del golpe)

Pruebas de comparacion mlltiple de Tukey para Staphylococcus aureus

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

90 5 0.0 X

120 5 6.8 X

180 5 7.88 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 0.0 0.39773
60 - 120 *-6.8 0.39773
60 - 180 *-7.88 0.39773
90 - 120 *-6.8 0.39773
90 - 180 *-7.88 0.39773
120 - 180 *-1.08 0.39773

*Presentan diferencia estadistica significativa.
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Pruebas de comparacion miltiple de Tukey para Streptococcus B-hemolitico

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

120 5 4.44 X

60 5 6.12 X

90 5 6.12 X

180 5 7.24 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 0.0 0.578623
60 - 120 *1.68 0.578623
60 - 180 *-1.12 0.578623
90 - 120 *1.68 0.578623
90 - 180 *-1.12 0.578623
120 - 180 *-2.8 0.578623

* Presentan diferencia estadistica significativa.

Pruebas de comparacién mdltiple de Tukey para Streptococcus mutans

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

120 5 0.0 X

90 5 0.0 X

180 5 4.38 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 0.0 0.386266
60 - 120 0.0 0.386266
60 - 180 *-4.38 0.386266
90 - 120 0.0 0.386266
90 - 180 *-4.38 0.386266
120 - 180 *-4_38 0.386266

*Presentan diferencia estadistica significativa.
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Pruebas de comparacion miltiple de Tukey para S. pyogenes

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

90 5 4.44 X

120 5 5.2 X

180 5 5.94 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 *-4_44 0.402783
60 - 120 *-5.2 0.402783
60 - 180 *-5.94 0.402783
90 - 120 *-0.76 0.402783
90 - 180 *-1.5 0.402783
120 - 180 *-0.74 0.402783

* Presentan diferencia estadistica significativa.

Pruebas de comparacion miltiple de Tukey para Shigella flexneri

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

120 5 4.56 X

90 5 4.58 X

180 5 4.66 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 *-4_58 0.562076
60 - 120 *-4_56 0.562076
60 - 180 *-4_66 0.562076
90 - 120 0.02 0.562076
90 - 180 -0.08 0.562076
120 - 180 -0.1 0.562076

*Presentan diferencia estadistica significativa.
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Pruebas de comparacién miltiple de Tukey para Mycobacterium phler

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

90 5 3.74 X

120 5 4.34 X

180 5 4.96 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 *-3.74 0.182362
60 - 120 *-4.34 0.182362
60 - 180 *-4.96 0.182362
90 - 120 *-0.6 0.182362
90 - 180 *-1.22 0.182362
120 - 180 *-0.62 0.182362

* Presentan diferencia estadistica significativa.

Pruebas de comparacién mdltiple de Tukey para el hongo Candida albicans

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 4.9 X

90 5 5.56 XX

120 5 5.84 X

180 5 6.66 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 -0.66 0.673384
60 - 120 *-0.94 0.673384
60 - 180 *-1.76 0.673384
90 - 120 -0.28 0.673384
90 - 180 *-1.1 0.673384
120 - 180 *-0.82 0.673384

*Presentan diferencia estadistica significativa.
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Pruebas de comparacién miltiple de Tukey para el hongo Candida kruser

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 0.0 X

180 5 4.58 X

90 5 4.6 X

120 5 5.34 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 *-4.6 0.576678
60 - 120 *-5.34 0.576678
60 - 180 *-4_58 0.576678
90 - 120 *-0.74 0.576678
90 - 180 0.02 0.576678
120 - 180 *0.76 0.576678

*Presentan diferencia estadistica significativa.

Pruebas de comparacion miltiple de Tukey para el hongo Criptococcus neoformans

Method: 95.0 percent LSD

ConcentracionesCount Mean Homogeneous Groups

60 5 5.84 X

90 5 8.12 X

120 5 8.14 X

180 5 8.3 X

Contrast Difference +/- Limits
60 - 90 *-2.28 1.33706
60 - 120 *-2.3 1.33706
60 - 180 *-2.46 1.33706
90 - 120 -0.02 1.33706
90 - 180 -0.18 1.33706
120 - 180 -0.16 1.33706

*Presentan diferencia estadistica significativa.
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