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RESUMEN

El género botanico Tagetes de la familia Asteraceae tiene entre sus especies plantas
aromaticas que son utilizadas en la medicina tradicional de México. Tagetes nelsonii
es una herbacea conocida en lengua tsotsil como “chilchawua” y es empleada por los
indigenas de la regién de los altos de Chiapas, México para el tratamiento de
diarreas, dolor de cabeza y fiebre. En este trabajo se evalud la capacidad de T.
nelsonii para producir o acumular aceites esenciales en sus hojas, particularmente se
evalué la posible variacion en el volumen de aceites esenciales, su constitucion
qguimica y sus propiedades antimicrobianas, en funcién del sitio donde habita.

Para ello se recolectaron las hojas de dos poblaciones de T. nelsonii (n=10) en
los municipios de Teopisca y San Cristobal de las Casas del estado de Chiapas. Los
aceites esenciales (AE) de las hojas se obtuvieron por hidrodestilacion mediante la
técnica de Clevenger. Los rendimientos de los aceites esenciales de las dos
poblaciones fueron similares (P= 0.1404 U-Mann-Whitney), no asi su constitucion
quimica y propiedades antimicrobianas. Por analisis cromatografico en capa fina se
pudieron distinguir diferencias quimicas en la constitucion de los AE. Por
cromatografia de gases acoplado a espectro de masas se identificaron 27
compuestos, entre las moléculas mas frecuentes y abundantes estan los terpenos
dihidrotagetona, a-pineno, B-pineno, limoneno, eucaliptol y linalol. Se observaron
compuestos representativos tanto para los ejemplares de Teopisca (v.gr. kessano,
Cis- cariofileno, trans- cariofileno, 3-copaeno y nerolidol 2) como para la poblacion de
San Cristébal (v.gr. a-tujeno, sabineno, beta-terpineno, gama-terpineno, (-)-beta-
pineno, limoneno, cariofileno y (E)-beta-farmesano).

Los AE de T. nelsonii tuvieron actividad antimicrobiana sobre seis
microorganismos patdgenos al humano (bacterias y un hongo levaduriforme). Por el
método de microdilucion en caldo se determind la concentracion inhibitoria minima
(CIM), de tal forma, el AE de Teopisca fueron mas potentes sobre Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa que con el AE de San Cristobal. En tanto que las
bacterias Staphylococcus epidermidis, Salmonella Typhi y Shigella sonnei fueron

igualmente sensibles a los AE de ambas poblaciones. En estas actividades se



detectaron diferencias en la potencia antimicrobiana. S. aureus fue la bacteria mas
sensible.

Los resultados sefialan que T. nelsonii tiene un metabolismo secundario
susceptible a las condiciones en las que crece de forma habitual, que repercute en el
namero Yy tipo de moléculas volatiles que constituyen el aceite esencial de sus hojas.
A su vez estas diferencias quimicas definen la potencia de su actividad
antimicrobiana. Estos hallazgos pueden ser Utiles para seleccionar determinados
quimiotipos relacionados con las poblaciones nativas, reconociendo las condiciones
climaticas que favorecen mayormente la composicion quimica y potencia
antimicrobiana, permitiendo una mayor produccion de principios activos y por ende

un posible uso sustentable de la planta.

Palabras clave: Aceites esenciales, actividad biolégica, poblaciones,
quimiodiversidad
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ABSTRACT

The botanical genus Tagetes of the family Asteraceae has among its species
aromatic plants that are used in traditional medicine in Mexico. Tagetes nelsonii is an
herbaceous plant known in the Tsotsil language as "chilchawua" and is used by the
indigenous people of the highlands region of Chiapas, Mexico for the treatment of
diarrhea, headache and fever. In this work, the ability of T. nelsonii to produce or
accumulate essential oils in its leaves was evaluated, particularly the possible
variation in the volume of essential oils, their chemical constitution and their

antimicrobial properties, depending on the site where it lives.

For this purpose, leaves were collected from two populations of T. nelsonii
(n=10) in the municipalities of Teopisca and San Cristébal de las Casas in the state of
Chiapas. The essential oils (EO) of the leaves were obtained by hydrodistillation
using the Clevenger technique. The yields of essential oils from the two populations
were similar (P= 0.1404 U-Mann-Whitney), but their chemical constitution and
antimicrobial properties were not. By thin layer chromatographic analysis, chemical
differences in the constitution of the EOs could be distinguished. By gas
chromatography coupled to mass spectra, 27 compounds were identified, among the
most frequent and abundant molecules were the terpenes dihydrotagetone, a-pinene,
B-pinene, limonene, eucalyptol and linalool. Representative compounds were
observed for both the Teopisca specimens (e.g. kessane, Cis-caryophyllene, trans-
caryophyllene, 3-copaene and nerolidol 2) and the San Cristobal population (e.g. a-
tujene, sabinene, beta-terpinene, gamma-terpinene, (-)-beta-pinene, limonene,

caryophyllene and (E)-beta-pharmesane).

The EOs of T. nelsonii had antimicrobial activity on six human pathogenic
microorganisms (bacteria and a yeast-like fungus). The minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined by the broth microdilution method, so that the
Teopisca EO was more potent on Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa than the San Cristobal EO. Staphylococcus epidermidis, Salmonella

Typhi and Shigella sonnei bacteria were equally sensitive to EC from both

vii



populations. Differences in antimicrobial potency were detected in these activities. S.

aureus was the most sensitive bacterium.

The results indicate that T. nelsonii has a secondary metabolism that is
susceptible to the conditions in which it grows regularly, which affects the number and
type of volatile molecules that constitute the essential oil of its leaves. These chemical
differences in turn define the potency of its antimicrobial activity. These findings may
be useful to select certain chemotypes related to native populations, recognizing the
climatic conditions that favor the chemical composition and antimicrobial potency,
allowing a greater production of active principles and therefore a possible sustainable

use of the plant.

Key words: Essential oils, biological activity, populations, chemodiversity.
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l. INTRODUCCION

Las plantas producen metabolitos especializados distintos de los metabolitos
primarios (aminoacidos, nucleétidos, azucares o acil-lipidos) dada su distribucion
limitada. Los metabolitos especializados también llamados secundarios (MS) suelen
encontrarse en pocas especies 0 en un grupo de especies relacionadas (Taiz y
Zeiger, 2003; Avalos y Pérez-Urria, 2009; Dewick, 2009; Azcon-Bieto y Talon, 2013).

Los MS constituyen generalmente el mundo de sefiales quimicas a través del
cual las plantas se relacionan con su entorno (Avalos y Pérez-Urria, 2009; Bieto y
Talén, 2013). Ademas, estas moléculas también son las responsables de las
actividades biolégicas que caracterizan a las propiedades de las plantas que reciben
usos antropogénicos. Los factores ambientales como nutrientes del suelo, la
temperatura, altitud, disponibilidad de agua y la luz del sitio donde habitan las
plantas, pueden afectar a la composicidon y concentracion de los MS y por ende
repercutir en las propiedades biolégicas de la planta (Nufiez-Olivera et al., 2011,
Zlatev et al., 2012; Albergaria et al., 2020).

Las especies del género Tagetes L., como todas las plantas, biosintetizan MS
que les proporcionan aroma, sabor y mecanismos de defensa ante depredadores
naturales y consecuentemente le proporcionan sus propiedades medicinales. Solo
cuatro especies de Tagetes son aprovechadas comercialmente, otras son de
importancia cultural o se usan en la medicina tradicional, de algunas mas, se intuye
su aprovechamiento en para el control de plagas y enfermedades agricolas; sin
embargo, muchas no tienen antecedentes sobre sus propiedades quimicas y

biolégicas (Serrato-Cruz, 2014).

México es considerado el centro de origen y diversidad del género Tagetes y
cuenta con aproximadamente 55 especies ampliamente distribuidas en su territorio
(Garcia-Sanchez et al., 2012). En el estado de Chiapas se han reportado diez

especies (Villaseior, 2016).

Tagetes nelsonii Greenm es una planta utilizada comunmente llamada “Chik

chawa” en San Cristobal de las Casas, Chiapas, México. Los habitantes de esa



region han utilizado a esa hierba aromética para el tratamiento de diarreas, dolor de
cabeza y fiebre (Espinoza-Ruiz et al., 2009; Espinoza-Ruiz et al., 2013). La especie
es comun en los Altos de Chiapas, México y Guatemala, donde crece en condiciones
mésicas (Wolfe, 1979; Soule, 1996). Recientemente se reportd la composicion de
sus aceites esenciales foliares (Cruz Flores et al., 2021), sin que se haya evaluado

alguna actividad bioldgica.

T. nelsonii es una planta medicinal cuyos datos preliminares de distribucion
sefialan que preferentemente habita en varios municipios de la Zona de los Altos de
Chiapas. La distribucion geografica y en consecuencia las condiciones de
crecimiento de las plantas aromaticas pueden influir en la composicion quimica de
los aceites esenciales que se obtienen de ella y en su actividad biolégica (Djerrad et
al., 2015; Ovilé-Mimi et al., 2021).

En este trabajo se evalla si la produccion de aceites esenciales de T. nelsonii
varia cuanti- y cualitativamente en funcion del sitio donde habita y si la posible
variacion en su constitucion quimica repercute en sus propiedades antimicrobianas.
Para ello se recolectaron plantas en los municipios de Teopisca y San Cristobal de

las Casas del estado de Chiapas.

Los datos de estas dos poblaciones contribuirdn a revelar si hay condiciones
de cultivo que permiten una mayor produccion de MS volatiles con propiedades
antibacterianas. Esto podria sentar las bases fitoquimicas para encontrar posibles
nuevos antimicrobianos en plantas nativas. Asi mismo, el reconocimiento de
condiciones climéticas que favorecen mayormente la composicién quimica y potencia
antimicrobiana permitirian una mayor produccion de principios activos y por ende un

posible uso sustentable de la planta.



II. MARCO TEORICO

2.1. Tagetes nelsonii Greenm.

2.1.1. Familia Asteraceae

Las plantas de la familia Asteraceae fueron reconocidas hace aproximadamente 300
A.C. afos por Teofrasto, sin embargo, no fue hasta 1792 que Giseke fundo a la
familia dando el nombre de Compositae (nom. cons. et nom. alt.). El Cddigo
Internacional de Nomenclatura Botanica permite también el uso del nombre
Asteraceae Dumortier (nom. cons.) nombre asignado a la familia en 1822 (Katinas,
2007). Asteraceae se distribuye en América del Sur (6 316 especies), Asia (6 016
especies), América del Norte (5 404 especies), Africa (4 631 especies), Europa (2
283 especies), Oceania (1 444 especies) y las Islas del Pacifico (174 especies)
(Panero y Crozier, 2016). En México es la familia mas grande, formada por 3 113
especies de 417 géneros, de ellas 98% son nativas y 63.9 % endémicas (Villasefior,
2018).

Las caracteristicas morfologicas generales de esta familia, son inflorescencias
dispuestas en capitulos con flores gamopétalas casi siempre pentameras, estambres
singenesios y el ovario infero bicarpelar (Villasefior, 1993). Esta familia es
cosmopolita, es muy probable encontrarlas en casi todos los tipos de vegetacion y

climas (Tapia Mufioz, 2010).

La extensa distribucién de la familia y el niumero de especies que la conforman,
se puede explicar debido a su capacidad de dispersion otorgada por el vilano y por la
plasticidad genética, gracias a esta pueden expresar una gama diversa de moléculas
secundarias que biosintetizan y que forman parte de las estrategia de proteccion
contra de depredadores o competidores, tal plasticidad genética genera variabilidad
fenotipica, expresadas en las formas de crecimiento y reproduccion, dada la
variabilidad morfolégica y sexual de las flores y sus inflorescencias y la capacidad a

daptarse a condiciones ecologicas variables (Villasefor, 2018).



2.1.2. Género Tagetes L.

Este género estad constituido aproximadamente por 50 especies, distribuidas en
regiones subtropicales y tropicales desde el suroeste de Estados Unidos hasta
Argentina, es endémico del continente americano y en México se encuentra cerca del
50% de las especies (Armas et al., 2013). Villasefior (2018) reporta que para México
el género Tagetes cuenta con 27 especies de las cuales 15 son endémicas para el
pais. Este género se caracteriza por tener extractos bioactivos en diferentes partes
de la planta que presentan actividad nematocida, fungicida e insecticida. La actividad
nematocida de las raices se atribuye a los tienilos, mientras que los componentes
biocidas del aceite esencial de las flores y las hojas son terpenoides, asi como
también los pigmentos carotenoides son Utiles en la coloraciéon de alimentos
(Vasudevan et al., 1997).

De acuerdo con la descripcion morfolégica que hace Rzedowski (2001) este
género agrupa plantas herbaceas anuales o perennes, aromaticas al estrujarse;
hojas todas opuestas, o bien, las superiores alternas, por lo comun profundamente
pinnatipartidas o pinnadas, algunas veces simples, con numerosas glandulas
oleiferas translicidas; cabezuelas solitarias 0 mas o menos cimoso-corimbosas,
involucro cilindrico, fusiforme o angostamente campanulado, sus bracteas de tamafio
subigual, unidas entre si hasta cerca del apice y provistas de 2 hileras de glandulas
oleiferas translicidas; receptaculo plano o convexo, desnudo; flores liguladas
generalmente presentes, fértiles, sus corolas amarillas, anaranjadas, rojizas o
blancas; flores del disco hermafroditas, sus corolas amarillas o anaranjadas, con la
garganta infundibuliforme, anteras con las bases obtusas, ramas del estilo de las
flores hermafroditas truncadas y peniciladas en el &pice, o bien, con apéndices
conicos cortos; aquenios lineares o claviformes, vilano de 3 a 10 escamas
desiguales, a veces mas o menos unidas entre si, 1 0 2 (a veces mas) de ellas

lineares, mucho mas largas que las demas.



2.1.3. Tagetes nelsonii Greenm.

La planta es un arbusto erguido que puede alcanzar los 2 m, pero las plantas se
pueden podar facilmente hasta 1 m. Las hojas estdn muy ampliamente disecadas de
forma pinnada y son de un color verde intenso (Figura 1). En algunas poblaciones,
las hojas estan cubiertas por encima y por debajo con una pubescencia
aterciopelada. El follaje tiende a ser muy denso. Las corolas son de color amarillo
anaranjado; las cabezas (inflorescencias) individuales son pequefias (10 a 15 mm de
diametro), pero forman racimos corimbiformes de 30 a 60 cabezas, forma un racimo
de 15 a 20 cm de diametro. Los pedunculos no se extienden mas alla del follaje. La

floracion comienza a finales del verano y continda hasta las heladas (Soule, 1996).

2.1.4. Taxonomia y sinonimias
De acuerdo a Tropicos.org (2022) del Jardin Botanico de Missouri (JBM) se reporta
solamente una sinonimia (Tagetes sororia Standl. & Steyerm). La siguiente

clasificacion estd basada en el sistema APG IV (2016) (Trépicos.org, 2022).

Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asteranae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Tagetes

Especie: Tagetes nelsonii Greenm.



Figura 1. Tagetes nelsonii Greenm. A) Arbustos erguidos; B) Hojas de forma pinnada y de
un color verde intenso; C) Flores de 10 a 15 mm de didmetro. Fotos: Monica Vazquez,
2021

2.1.5. Ubicacién geogréfica
Es endémica de la regién de los Altos del estado de Chiapas, y es posible que se
pueda encontrar en las regiones. entre las selvas y bosques templados, que se

orientan hacia Guatemala (Serrato, 2014).

En América Central los mayas de Guatemala y de Chiapas, México emplean a
T. nelsonii contra enfermedades gastrointestinales (Cuadro 1; Serrato, 2014). Puede
ser conocida por nombres en distintas lenguas de las zonas dentro de su area de
distribucién (Cuadro 1).



Cuadro 1. Nombres comunes y usos medicinales de Tagetes nelsonii en Chiapas,

México
Nombre comun/ Municipio de | Uso medicinal: Parte de Referencia
lengua maya Chiapas malestar a aliviar | la planta bibliogréfica
Yama chauk / Tzotzil Larrainzar Diarrea Hojas Berlin, 2015
Chik  chawa/ no | San Cristobal | Diarreas,  dolor | Hojas Espinoza Ruiz et
identificado delascasas |de cabeza vy al., 2009.
fiebre
Payte” wamal/ Tzeltal | Amatenango | Dolor de cabeza | Hojas Carod-Artal y
del valle Vazquez-Cabrera,
2007
Tusus wamal o muk’ul | Tenejapa Dolor de cabeza | Hojas Carod-Artal y
majtas/ Tzeltal Vazquez-Cabrera,
2007
Tzi’s chauk / Tzotzil Larrainzar, Dolor de cabeza | Hojas Carod-Artal y
Chamula vy Vazquez-Cabrera,
Zinacantan 2007

2.2. Microorganismos de estudio

2.2.1. Bacterias

Son organismos unicelulares procariotas, en su mayoria son de vida libre a
excepcion de algunas que son de vida intracelular obligadas. Estas generalmente
estan asociadas a enfermedades, sin embargo, hay bacterias in6cuas o benéficas al
humano. Evolutivamente se diferencian en arqueobacterias (bacterias sin
peptidoglicano, como las anaerobias que viven en condiciones acidas calientes, las
gue viven en condiciones salinas, y las que reducen el anhidrido carbénico a metano)
y eubacterias (viven en el suelo, el agua y los organismos vivos). La falta de

membrana nuclear es caracteristica de las bacterias, también destaca la presencia
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de DNA circular y cerrado, mientras que el eucariota se organiza en cromosomas
individuales, y se asocia a proteinas de tipo histonas. En cuanto a la reproduccion es
por medio de fision binaria (la célula crece, se forma un tabique y finalmente se
desprenden dos células nuevas). El tamafio de las bacterias oscila entre 0.5y 3 um,
pudiendo llegar en algunos tipos a 10 um. La morfologia de estos organismos es
variada y esta determinada por la rigidez de su pared celular (cocos, bacilos,
espirilos) (Algorta et al., 2008)

Staphylococcus aureus

Es una especie bacteriana Gram-positiva, forma racimos irregulares en forma de uva,
no es movil, no esporulante y es catalasa positiva. Crece rapido y abundantemente
en condiciones aerébicas (Foster, 2002). Contribuye a la flora normal de los
humanos y se localiza principalmente en zonas de la piel, nasofaringeas, pliegues
inguinales y axilas (Pasachova-Garzon et al., 2019). Sin embargo, es causa de una
amplia variedad de enfermedades infecciosas, con el tiempo algunas cepas han
generado resistencia a los antibioticos (Zendejas- Manzo, 2014). La resistencia de S.
aureus a la penicilina provoco que en la década de 1960 se introdujeron variantes
moleculares de las penicilinas resistentes a las penicilinasas, desencadenando el
origen de resistencia a meticilina y a la aparicion de cepas variantes de S. aureus
(Figura 2A) resistentes a la meticilina. Los analisis moleculares y genéticos de S.
aureus mostraron la presencia de proteinas (adhesinas de superficie) implicadas en
la adherencia y colonizacién de las células blanco, en la secrecion de proteinas
especializadas (enzimas y toxinas) responsables de la invasion (Cervantes-Garcia et
al., 2014).

Staphylococcus epidemidis

Staphylococcus epidemidis (Figura 2B) es parte de la microflora epitelial humana,
coloniza comunmente las axilas, la cabeza y las fosas nasales. S. epidermidis suele
tener una relacion benigna con su huésped, sin embargo, cuenta con genes que le
permiten protegerse de las condiciones adversas en sus habitats naturales, como

concentraciones extremas de sal y la presion osmotica. Pertenece al grupo de



Staphylococcus coagulasa-negativos (CoNS) es decir que no cuenta con la enzima

coagulasa a diferencia de S. aureus que es coagulasa-positivo (Otto, 2009).

S. epidermis es causante de infecciones nosocomiales, es de los patdégenos
bacterianos mas aislados en los hospitales. Generalmente esta bacteria es la
responsable de infecciones subagudas o crénicas, no suele causar infecciones
piégenas debido a que no cuenta con un arsenal de toxinas reducidas en
comparacion a las otras bacterias como S. aureus. Su éxito en la dispersion se
considera que es la habilidad de adhesion y permanencia a las superficies (Vuong y
Otto, 2002).

Salmonella Typhi

Las especies bacterianas pertenecientes a Salmonella son bacilos Gram-negativos
que se comportan como patdgenos intracelulares facultativos (anaerobio facultativo),
estan presentes en el intestino de personas y animales sanos (Alfaro-Mora, 2018). S.
Typhi es una bacteria que incluso sobrevive en condiciones de oxigeno escaso.
Estos bacilos no producen esporas, muchas de sus cepas son maoviles debido a la
presencia de flagelos peritricos que envuelven a la célula. También hay reportes de
variantes inméviles en lugares en los que la incidencia de la fiebre tifoidea es mas

alta (Calva, s.d.).

La presencia de S. Typhi (Figura 2C) en el ambiente es muy rara, sin
embargo, la infeccion se adquiere principalmente por la ingestibn de agua y/o
alimentos contaminados. S. Typhi es un patégeno de preocupacién en el mundo en
desarrollo, especialmente en Asia (Elemfareji y Thong, 2013). El periodo de
incubacion es de una semana a un mes a partir de la ingesta de la bacteria. Se
infiere que ingresa al intestino a través de las células M del tejido linfoide o

inmunoldgico (Calva, s.d.).
Pseudomonas aeruginosa

Es bacteria patdgena oportunista, heterétrofa, moévil, en forma de bacilo, Gram-
negativo que alcanza los 0.5 a 0.8 yum por 1.5 a 3.0 ym de tamafio (Iglewski, 1996;

Diggle y Whiteley, 2020). Casi todas las cepas son maviles, ya que cuentan con un
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flagelo polar, algunas cepas presentan dos o tres flagelos (lglewski, 1996). Son

habituales en el suelo y el agua (Planet, 2018).

Pseudomonas aeruginosa (Figura 2D) es un patdgeno notable porque esta
dotado de un genoma excepcionalmente grande que contiene genes para muchos
factores de virulencia diferentes y mecanismos reguladores que le permiten
adaptarse a entornos hostiles (Kipnis et al., 2006). Crece bien a 37 °C, pero puede
sobrevivir en temperaturas amplias que oscilan entre 4 y 42 °C. Es una bacteria del
suelo importante que es capaz de descomponer los hidrocarburos aroméaticos
policiclicos, pero a menudo también se detecta en depdsitos de agua contaminados
por animales y humanos, como aguas residuales y lavabos dentro y fuera de los
hospitales (Diggle y Whiteley, 2020).

Sin embargo, es causante de enfermedades en una variedad de huéspedes
qgue incluyen plantas, nematodos, insectos y mamiferos. En humanos, es
particularmente problemético en pacientes con fibrosis quistica (FQ). En los
pulmones con FQ, la infeccion a menudo ocurre temprano en la vida y, a pesar del
tratamiento agresivo con antibioticos, la infeccion da como resultado una pérdida

progresiva de la funcion pulmonar y finalmente, la muerte (Diggle y Whiteley, 2020).
Shigella sonnei

Es un patdgeno intracelular facultativo Gram-negativo con forma de bacilo de la
familia Enterobacteriaceae, tiene una distribucion cosmopolita, sin embargo, es la
causa mas comun de shigellosis en las regiones industrializadas de Europa, América
del Norte y Australia (Torraca et al., 2020). Shigella Spp. (Figura 2E) cuenta con
cuatro serogrupos (S. boydii, S. dysenteriae, S. flexneri y S. sonnei, ). S. sonnei es el

serogrupo con mas incidencia en paises desarrollados (Guevara et al., 2014).

Shigella. sonnei evolucion6é de Escherichia coli para especializarse en la
infeccion intracelular del epitelio intestinal humano, y su genoma comprende un
cromosoma circular de 4.99 Mbp y un plasmido de invasion de 216 kbp (pINV)
necesarios para la virulencia (Torraca et al., 2020). Es un bacilo corto, no tiene

flagelos, ni fimbrias y capsula. En pruebas bioquimica reacciona de forma negativa a
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la lactosa y a la lisina negativa, pero es positiva a la catalasa. Es incapaz de

esporular o liberar gas al metabolizar los carbohidratos (Lira-Gémez, 2019).

Shigella sonnei causa una enfermedad aguda autolimitada caracterizada por
diarrea sanguinolenta, fiebre y dolor abdominal. Las infecciones pueden poner en
peligro la vida de los nifios menores de cinco afos y pueden atrofiar el crecimiento.
Se propaga por via fecal-oral, ya que las bacterias ingeridas pueden sobrevivir a la
acidez gastrica y ser liberadas en las heces, también se transmite sexualmente,
particularmente entre hombres que tienen sexo con hombres. El tratamiento principal

para la disenteria bacilar es la terapia de rehidratacion (Torraca et al., 2020).

2.2.2. Levaduras

El término levadura refiere a un grupo de hongos unicelulares con presencia opiconal
de hifas y pseudohifas (Mendoza, 2005). Estos hongos levaduriformes se agrupan en
colonias lisas en medios de cultivos solidos, mientras que en cultivos liquidos
originan turbidez homogénea, ambas caracteristicas semejantes al crecimiento
bacteriano, estas colonias estan formadas por grupos de células que alcanzan
hastal0 um de didmetro y 30 um de largo, mas grandes que las bacterias (Liébana-
Ureiia, 2002).

Las levaduras beneficiosas para el humano pueden estar presentes en los
frutos, en la savia de las plantas o en el suelo alrededor de los arboles, las mas
conocidas son las del género Saccharomyces, conocidas como las levaduras que se
emplean para la elaboracién de la cerveza y del pan (Sanchez-Contreras, 2017).
Otras especies causan enfermedades humanas, por ejemplo, Sporothrix schenckii,
provoca la esporotricosis, una infeccion que causa ulcera granulomatosas en heridas

punzocortantes (Harvey et al., 2008).
Candida albicans

Candida albicans (Figura 2F) es un hongo dimérfico porque prolifera tanto en forma
de levadura como de hifa (Whiteway y Bachewich, 2007). Forma pseudohifas largas ,
hifas y blas-toconidios (de 3-8 x 2-7 pm), metabolicamente fermentan azlcares,

tienen numerosas clamidosporas redondas u ovaladas, con pared gruesa (8-16 pm
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de didmetro), forma colonias redondas, lisas y de bordes precisos, de color blanco a
amarillo-cremosas, de consistencia pastosa y blanda, centro ligeramente

pronunciado (Pontoén et al., 2002).

Presenta mayor habilidad de adherencia y penetracién que otras especies de
su género, dada la transicion de levadura a micelio, fortaleciendo su patogenicidad.
Forma biopelicula que al parecer le confiere mecanismo de resistencia (Pinilla
Bermudez et al., 2018).

Esta especie es capaz de invadir tejidos y evadir la fagocitosis, mostrando
diversos elementos de virulencia (adherencia a las células del hospedero, produccion
de tubo germinativo y de enzimas del tipo fosfolipasa, esterasas y proteasas
asparticas) que se manifiestan en infecciones en tejidos profundos (Pinilla Bermadez
et al., 2018).

Las infecciones fangicas son una preocupacion para la organizacion de salud
(Pfaller y Diekema, 2007). De ahi radica su importancia, debido a que C. albicans es
responsable de cerca de 60% de las septicemias en el mundo y de 45% en paises
latinoamericanos; es de los cinco patégenos mas frecuentes de las infecciones

nosocomiales (Lopez-Avila et al., 2016).
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Figura 2. Microscopia electronica de barrido de los organismos de estudio. A) S. aureus a
45000x morfologia normal de células no tratadas ( Deshmukh et al., 2021); B) Células de
S. epidermidis (Sivaranjani et al., 2017); C) S. typhi (Dhas et al., 2020); D) P. aeruginosa
x10,000 (Senba y Watanabe, 2011); E) Shigella Spp. (Mallick et al., 2021); F) C.
albicans, barra a 2 ym (Hiller et al., 2007)
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2.3. Aceites esenciales en el género Tagetes
2.3.1. Aceites esenciales (AE).

Los AE son mezclas liposolubles de metabolitos especializados volatiles,
principalmente de origen terpénico. Estas moléculas fragantes suelen ser atrayente
de polinizadores, repelente de fitofagos y desarrollar actividad alelopatica,
antibacteriana e inclusive participar en la conservacion de las condiciones hidricas de
la planta (Usano-Alemany et al., 2014).

Los AE constituyen del 0.01 al 1.0 % de la masa vegetal en seco.
Generalmente son de consistencia liquida, son solubles en disolventes orgéanicos.
Recién extraidos son incoloros, al oxidarse se resinifican y toman un color amarillo.
Generalmente son menos densos que el agua, salvo los AE de canela, azafran y
clavo (Loépez-Luengo, 2004). Los aceites esenciales generalmente son mezclas
diversas de hasta mas de 100 tipos de metabolitos de bajo peso molecular (alcanos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y 4&cidos), destacan los mono- Yy
sesquiterpenos y los fenilpropanoides (Martinez, 1996). Se clasifican por su
consistencia fisica, origen bioquimico o naturaleza quimica de los componentes

mayoritarios (Cuadro 2).

2.3.2. Aceites esenciales en el género Tagetes

El género es rico en aceites esenciales y exudados aromaticos, los odorantes
primarios de estos AE son los terpenos: ocimeno, limoneno, terpineno, mirceno,
tagetonas, dihidrotagetona y tagetenonas, tienen en menores cantidades
hidrocarburos sesquiterpénicos y compuestos oxigenados. En la composicion
qguimica de los AE influyen los rasgos genéticos, las condiciones de crecimiento, la
ontogenia de érganos de la planta y factores de estrés como un clima adverso y las

enfermedades afectando a la planta (Salehi et al., 2018).
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Cuadro 2. Clasificacion de aceites esenciales segun Martinez (1996)

Esencias fluidas: AE de consistencia liquida y volatiles a presion y

temperatura ambiente.

b Balsamos: AE de consistencia mas densa y menos volatil que las
or
_ _ esencias fluida, con moléculas propensas a la polimerizacion.
consistencia

Oleorresinas: AE de consistencia liquida muy viscosa con aroma
concentrado, también puede ser de naturaleza semisélida, como el

caucho la gutapercha, y el chicle

Naturales: AE obtenidos directamente de la planta sin modificaciones

fisicas o quimicas, de bajo rendimiento

_ Artificiales: AE enriquecidos con uno o varios componentes principales
Por su origen _
de la fragancia

Sintéticas: componentes en su mayoria de origen de sintesis quimica.

AE monoterpenoides: mayormente compuesto por monoterpenos

Por su
naturaleza AE sesquiterpenoides: mayormente compuesto por sesquiterpenoides
quimica AE fenilpropanoides: mayormente compuesto por sesquiterpenoides

A > o

8

HO.

\Om

Figura 3. Principales estructuras quimicas encontradas en los aceites esenciales del
género Tagetes. (1) limoneno, (2) a-pineno, (3) B-pineno, (4) terpinoleno, (5) ( E )-B-
ocimeno, (6) dihidrotagetona, (7) tagetona (representada como una mezcla de isomeros (
E )y (2Z), (8) tagetenona (representada como una mezcla de isémeros (E) y (Z), (9) B-
cariofileno y (10) eugenol. Salehi et al. (2018)
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Se han detallado la composicidon quimica de AE de las especies del género

(Cuadro 3), en la que se denota diferencias sustanciales en la diversidad de

compuestos y sus proporciones, asi como en sus propiedades biolégicas, tanto entre

especies como entre individuos de una misma especie, ya que la produccion de

estos compuestos depende de las necesidades de la planta de acuerdo a su entorno.

Cuadro 3. Aceites esenciales de plantas del género Tagetes

Estudio Tagetes Metabolitos Actividad Referencia
biol6gica

Investigacion de | T. minuta L. a-Bisabolol, Apiol, | Antimicrobiana | Huaraca-
los metabolitos y Guaiol, B-Cariofileno | y antioxidante | Aparco et
la actividad y Trans-Tagetona al., 2021.
antioxidante de | T. eliptica Sm. | Apiol, B-Cariofileno,
AE de dos m-tert-butil-fenol,
especies Trans-Tagetona y

Cis-Tagetona
Andlisis del | T. patula L. 2- cyclohexen-1-ona, | Antibacteriana | Soto-
potencial 2- pinen- 4-ona, Rueda et
antioxidantey 1-metil-4-(1- al., 2018.
antibacteriano de metiletilideno),
extractos 1,3,6- octadien-3-ol-e
metandlicos de Indane
flores y de hojas y
del AE
Andlisis de la | T.caracasana | E-Ocimeno, No evaluado Armas et
composicion  de Z-Tagetona, al., 2012.

los AE de cinco
especies de
Tagetes presentes
en Mérida,
Venezuela.

dihidrotagetona,
(2)-Ocimenona,
Z-B-Ocimeno.

T. erecta

Piperitona,
terpinoleno,
limoneno,
E-B-Ocimeno,
B-Carofileno

T. filifolia

E-Anetol, estragol,
Biciclogermacreno,
E,E-a-Farneseno.

T.patula

Terpinoleno,
piperitenona,
E-Ocimenona,
limoneno,
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Z-B-Ocimeno

T.subulata. Terpinoleno,

piperitenona,

limoneno,

Z-B-Ocimeno,

E-Ocimenona.
Determinacién de | T. pusilla Anetol, estragol, | No evaluado Quezada-
las variables de Germacreno Moreno et
extraccion de los D-biciclogermacreno, al., 2019.
AE de la especie, carvacril acetato.
asi como los
componentes
volétiles en
muestra seca Yy
fresca.
Analisis de la | T. minuta ( E)-B-ocimeno, No evaluado Gila et al.,
composicion ( Z)-B-ocimeno, 2000.
guimica de los AE ( E)-tagetenona,
de T. minuta de a-felandreno,
diferentes zonas limoneno
de Argentina
Determinacién de | T. minuta (E)-B-ocimeno, No evaluado Chamorro
la composicion del (2)-B-ocimeno, et al.,
aceite esencial de (E)-tagetenona, 2008.
T. minuta ..en (2)-tagetenona,
localidades de la limoneno.
provincia del
Chaco, Argentina.
Andlisis de la | T.lemmonii Dihidrotagetona, No evaluado Tucker vy
composicion (E)-tagetona, Maciarello,
guimica de los AE (E)-tagetenona, 1996.
de T. lemmonii (2)-tagetenona,

aloocimeno
Estudio de la| T. minuta cis-tagetona, Atrajo a los
composicion trans- B ocimeno, | machos y
guimica, toxicidad dihidrotagetona, repeli6 a las
y actividad olfativa trans-tagetona, hembras de
sobre adultos de limoneno. Ceratitis
mosca capitata.
mediterranea de la | T. rupestris trans-ocimenona, Atrayente  de
fruta Ceratitis trans-tagetona, Ceratitis
capitata y sus cis- 3 ocimeno, capitata
propiedades cis-ocimenona Lépez et
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repelentes sobre oxido, a-pineno al., 2011.
Triatoma . terniflora cis-tagetona, Repelen a T.
infestans. cis- 3 ocimeno, infestans
trans-ocimenona,
trans-tagetona,
dihidrotagetona.
. filifolia Trans-Anetol, Repelen a T.
metilchavicol, infestans
germacreno-D,
B-bisaboleno,
cis-tagetona
Evaluacién de la | T. mendocina | ( E)-B-ocimeno, Antifungica vy | Lima et al.,
actividad (2)-tagetona, antiprotozoaria | 2009
antimicrobiana de (E)-tagetona,
extractos (2)-ocimenona,
organicos y del AE a-pineno y
de T. mendocina (E)-ocimenona
Evaluacion de seis | T. erecta Terpinoleno,
especies de piperitona, limoneno,
Tagetes por sus (E)-B-ocimene,
caracteristicas B-Cariofileno
morfo-fenolégicas, . filifolia Estragol, E)-anetol,
el rendimiento de B-Cariofileno,
la biomasa y la Piperitona y linalool
composicion  del | T. lucida Estragol,
aceite esencial. B-Cariofileno,
Metil-eugenol,
(E)-B-ocimeno y
linalool
. minuta Dihidro- tagetona,
(E)-tagetona,
limoneno, alcanfor, | No evaluado
(2)-B-ocimeno
. patula Terpinoleno,
(E)-B-ocimeno, Marotti et
limoneno, piperitona, al., 2004.
(2)-B-ocimeno,
. tenuifolia (E)-ocimenona,
Dihidro- tagetona,
(E)-tagetona,
(2)-B-ocimeno,
(Z2)-ocimenono.
Andlisis del Heptan-3-ona, Se sugiere | Serrato-
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rendimiento de AE
y composicién de

metabolitos
secundarios en
especies del
género.

coronopifolia

verbenona,
2-oxo-decanoato de
metilo y crisantenona

T. filifolia

Anetol metilchavicol,
germacreno-D,
B-bisaboleno.

T. lacera

Trans-tagetona,
crisantenona,

a- thujeno y
verbenona.

T. ternifolia

Trans-tagetenona,
Trans-tagetona,

cis- B-ocimeno vy
dihidrotagetona.

como
plaguicidas

Cruz
Zapata,
2015.

y
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lIl. ANTECEDENTES

3.1. Estudios con Tagetes nelsonii

Tagetes nelsonii es una planta aromética de uso medicinal en los Altos de Chiapas,
México, de donde es nativa. Sin embargo, no hay muchos estudios sobre esta
especie, Cruz-Flores et al. (2021) reportaron la composiciéon de los compuestos
volétiles en las hojas utilizando la técnica de microextraccion en fase solida y el
analisis en cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas (GC-MS). La
mayoria de las moléculas identificadas son de origen terpénico, entre ellos
sobresalen la (E)-tagetona (43.9%) y la dihidrotagetona (20.7%), seguidos de trans-
B-ocimeno, eucaliptol, limoneno y B- cubebeno. También hay presencia de a y -
pineno, trans-p-ocimeno, limoneno, linalool y (Z)-tagetona. También hay trabajos de
actividad biolégica realizados con extractos de tipo organico, utilizando disolventes
de baja (hexano), mediana (diclorometandlico y acetato de etilo) y alta polaridad
(metanol y etanol) (Espinoza Ruiz et al., 2009; Espinoza Ruiz et al., 2013; Juéarez-
Raya, 2016; Lopez Arias, 2016; Concha-Galindo, 2017).

El uso de las plantas del género Tagetes data de la época prehispénica y
recientemente se ha determinado sus propiedades antibacteriana, antifingica,
antioxidante, insecticida y antiinflamatoria (Armas et al.,, 2013). En el aspecto
etnobotanico, Trujillo-Vazquez, y Garcia-Barrios (2001) evaluaron el conocimiento
qgue tienen los agricultores tzeltales sobre las plagas que se presentan en sus
cultivos, asi como el uso de plantas para combatirlas, repelerlas o atraerlas, para ello
se entrevistaron a 43 jefes de familia en 23 parajes indigenas tzeltales del municipio
de Tenejapa, Chiapas. Como resultado se obtuvo que tres especies del género
Tagetes (T. filifolia, T. lucida y T. nelsonii) son utilizadas para controlar las plagas

presentes en los cultivos.

En un estudio con nativos de la etnia Tzeltal-Maya del estado de Chiapas se
evalud la concepcion de curacion nativa sobre dolor de cabeza y migrafia. Como
resultado se detect6 el uso de las hojas de T. nelsonii en infusion para aliviar el dolor
de cabeza, las nauseas, la inestabilidad y el vértigo (Carod-Artal y Vazquez-Cabrera,
2007).
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De la Cruz-Jiménez et al. (2014) reportaron 52 especies comunmente
empleados como remedios para dolencias en el tracto gastrointestinal en Chiapas.
Una de las familias con mas especies medicinales fue Asteraceae con 10 especies
(19%) del total, entre ellas, la infusion de hojas y tallos de T. nelsonii, fue reportada
con propiedades antibacterianas, utilizada para aliviar la diarrea por parasitos y el

dolor abdominal.

3.2. Fitoquimica de los aceites esencias del género Tagetes

Marotti et al. (2004) reportaron la composicion de los aceites obtenidos por
destilacién a vapor de flores y hojas de seis especies de Tagetes. Los AE fueron
analizados por cromatografia de gases (CG) y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS). Las flores y las hojas mostraron composiciones
cualitativas de aceite muy similares, con rendimientos mas altos en las hojas.
Tagetes erecta, T. minuta, T. patula y T. tenuifolia tuvieron un conjunto principal de
moléculas comunes (dihidrotagetona, tagetonas, ocimenonas y piperitona) pero con
proporciones diferentes y tipicas en cada especie, la piperitona, la (E)- tagetona, el
terpinoleno y la (E)-ocimenona fueron los mas abundantes para cada especie
respectivamente. T. filifolia y T. lucida tuvieron el metil chavicol como compuesto

principal.

Serrato-Cruz et al. (2008) mencionan que los aceites esenciales de T. filifolia
estdn compuestos principalmente de anetol o alilanisol. Baldedn-Ordofiez (2011)
evaluo la actividad insecticida de AE de T. minuta, T. terniflora y T. zipaquinerensis
obtenidos por arrastre de vapor sobre Premnotrypes vorax, como resultado se obtuvo
gue los aceites esenciales de las especies evaluadas, tienen efecto insecticida por
contacto e inhibicion, las larvas de P. vorax fueron eliminadas en mas de un 50% a

los 14dias y en un 75% a los 21 dias.

Diaz-Cedillo y Serrato-Cruz (2011) aislaron aceites esenciales de la parte
aérea de Tagetes parryi A. Gray por hidrodestilacion. En el AE se detecté canfeno
(96 %), 3, 6, 6-trimetil-2—norpinanol (91 %), anisol (60 %), 4— isopropil-1— metil-2—
ciclohexenol (50 %), cineol (48 %), eugenol (14 %) y a— terpineol (12 %), teniendo

como novedad dos compuestos que no se habian encontrado en las especies del
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género (el 3,6,6-trimetil-2—norpinanol y el 4— isopropil-1-metil-2— ciclohexenol ).
Diaz-Cedillo et al. (2012) reportaron la presencia de seis compuestos principales (E-
tagetona, crisantenona, verbenona, a-thujeno, B-pineno y a-pineno) en los aceites
esenciales de T. lacera, aislados por hidrodestilacion de la parte aérea de ejemplares

en floracion.

Diaz- Cedillo et al. (2013) caracterizaron la composicion quimica de los
aceites esenciales en la raiz, tallo-hoja y cabezuela floral de T. coronopifolia
extraidos por hidrodestilacion y analizados por GC-MS, obtuvieron compuestos de
naturaleza monoterpénica a excepcion del ester 2-oxo-decanoato de metilo. Se
sugirié que debido a su composicion quimica el aceite esencial puede ser utilizado

para control de plagas y enfermedades.

Se han realizado escasos trabajos que evidencian diferencias en la
composicién de los aceites esenciales en diferentes poblaciones de especies de
Tagetes, entre ellos el de Zarate-Escobedo et al. (2018) que analizaron la
composicién quimica del AE de T. lucida en poblaciones del sur (de clima célido) y el
norte (de clima templado frio) del Estado de México. Para la obtencién de los aceites
esenciales se utilizaron los tallos florales de 14 poblaciones por hidrodestilacién y se
analizé por CG/MS. Como resultado se identificaron 44 moléculas, 32% (9 a 13
moléculas) en localidades del norte y 68 % en poblaciones del sur (16 a 23
metabolitos). Los rendimientos de AE variaron en ambas zonas, de 0.005 a 0.02 %
de tejido seco en localidades del norte y de 0.0001 a 0.0005 % en las del sur. Los
metabolitos en mayor niamero en poblaciones del norte fueron los fenilpropenos
anetol y estragol. En tanto que en las localidades del sur fue el monoterpenoide
acetato de geranilo. Solamente B-mirceno, -ocimeno y linalool fueron comunes en
todas las poblaciones, cabe destacar que se reportd la presencia de acetato de

geranilo por primera vez para este género.
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V. OBJETIVOS

General

Evaluar las propiedades quimicas y antimicrobianas de los aceites esenciales foliares

de dos poblaciones nativas de Tagetes nelsonii.
Especificos

o Determinar las diferencias en la produccion de aceites esenciales foliares de
T. nelsonii en dos poblaciones del estado Chiapas (Teopisca y San Cristobal

de las Casas).

o Determinar las diferencias en la composicion quimica de los aceites

esenciales en las dos poblaciones de T. nelsonii.

° Analizar el efecto de la composicion quimica en espectro y la potencia

antimicrobiana de los aceites esenciales de las dos zonas de recolecta.

V. HIPOTESIS

Considerando que el metabolismo secundario de las plantas es sensible a los
factores abioticos y que estos pueden ser variables dentro de su area de distribucion,
se asume que el rendimiento, la actividad biolégica y la composicién quimica de los

aceites esenciales sera diferente en los dos sitios de recolecta.
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VI. ZONA DE ESTUDIO

San Cristébal de las Casas (Figura 4) es un municipio localizado al centro del
estado de Chiapas, México, entre los paralelos 16°33'47” y 16°46' 49" latitud norte y
los meridianos 92°25 '31 " y 92°48' 05" longitud oeste. Limita al norte con los
municipios de San Juan Chamula y Tenejapa, al este con Huixtan, al sureste con
Amatenango del Valle, al sur con Teopisca y Totolapa, al suroeste con Chiapilla, al
oeste con San Lucas y al noroeste con Zinacantan; se encuentra a una elevaciéon de
2120 msnm. Presenta suelos de tipo acrisol, luvisol, rendzina y gleysoles. Cuenta
con un clima templado o templado-subhimedo, con verano fresco y largo, la
temperatura no presenta cambios significativos durante el afo. Las lluvias se
presentan en verano, durante julio y agosto disminuyen las precipitaciones formando
un periodo de sequia intraestival (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), 1992).

En las sierras del municipio se observan mosaicos boscosos, en su mayoria
mixtos, dominando el bosque de pino-encino. En la sierra sur la comunidad vegetal
se observa alterada en su forma original. En la sierra norte se encuentra agricultura
de temporal y pastizal inducido; este ultimo crece espontaneamente al ser eliminada
la vegetacion original. Los terrenos intermontanos de suelos profundos se han
incorporado a la agricultura de temporal con cultivos de maiz principalmente (INEGI,
1992).

La recolecta se realiz6 en el Barrio Vista Hermosa de la cabecera municipal, a
las faldas del cerro Huitepec en las coordenadas 16°44'09.4"N y 92°40'18.5"'W a
2243 m.s.n.m.

El municipio de Teopisca pertenece a la region geomorfolégica de la Sierra
madre centroamericana y Altos de Chiapas. Cuenta con presencia de suelos de tipo
rendzina, acrisol, regosol, luvisol, litosol y gleysol. A lo largo del afio presenta varios
tipos de climas (templado subhimedo, semicalido subhimedo, calidos subhimedo y
templado humedo). Durante el periodo de noviembre-abril, la temperatura minima
varia de 3 a 15°C y la maxima entre 15 y 30°C, mientras que, de mayo a octubre, la

temperatura minima es de 6 a 21°C, la madxima es de 18°C y 33°C. Se encuentra
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ubicada geograficamente en regiones templadas y semifrias y montafiosas; presenta
un 68.39% vegetacion de bosque de coniferas y bosque de encinos, seguido de
pastizal inducido (10.58%) mientras que el resto del &rea representa zonas de
agricultura (18.74%) y la zona urbana (2.29%) Secretaria de Desarrollo Social
(SEDESOL, 2011) a una altitud de 1780 m.s.n.m. (Instituto Nacional para el
Federalismo y el Desarrollo Municipal (INAFED), 2010). Teopisca se localiza en la
region del altiplano central, por lo que su relieve es montafioso, sus coordenadas son
16°33' N y 92°28W. Colinda al norte con el municipio de San Cristébal de las Casas,
al este con Amatenango del Valle, al sur con Venustiano Carranza y al oeste con
Totolapa y San Cristébal de las Casas (INAFED, s.d.). La recolecta fue realizada en
la cabecera municipal en el Barrio EI Porvenir en las coordenadas 16°33 '28.7" N y
92°28' 24.4" W a 1797 m.s.n.m.

W\

n Cri | de las Casas

gpisca

Figura 4. Ubicacion geogréafica de Teopisca, Chiapas y San Cristobal de las Casas,
Chiapas. Modificado de INAFED, s.d.
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VII. METODO

7.1. Recoleccion del material vegetal

Las partes aéreas de Tagetes nelsonii fueron recolectadas en los municipios del
estado de Chiapas, México, San Cristobal de las Casas y Teopisca (Figura 4).
Ambas recolectas se realizaron en las cabeceras municipales. ElI material vegetal
recolectado se separd en hojas y tallos y se guardaron a -4°C hasta la obtencién de
los aceites esenciales. Se recolectaron aproximadamente 100-200 g de hojas de 10

ejemplares en cada zona.

7.2. Obtencion de los aceites esenciales

Se tomaron 100 g de hojas de T. nelsonii para extraerlas a hidrodestilacion mediante
la técnica de Clevenger, las hojas fueron trituradas en trozos de 4 cm
aproximadamente, posteriormente se introdujo en un matraz bola de 3L, se agrego
agua hasta cubrir todo el material vegetal y se hidrodestil6 por una hora a partir de
del inicio de la ebullicibn. Posteriormente, se recogieron los aceites esenciales y se
transfirieron a tubos Eppendorf de 2 mL y se agregd sulfato de sodio para eliminar

residuos de agua.

7.3. Determinacion del perfil quimico por cromatografia de gases-

masas.

El perfil quimico de los aceites extraidos y el porcentaje relativo de los mismos se
obtuvo con la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectréometro de
masas. Los AE se analizaron de forma concentrada y diluida con hexano a una
relacion 1:1 (concentracion de 50 mg. mL1). La inyeccién de las muestras (1 yL) se
realizd de forma automatica a un equipo de cromatografia de gases de Perkin Elmer
Modelo Clarus 680 GC acoplado a un espectrofotometro Claus SQ8T MS. Se utilizd
una columna capilar Elite-1 Perkin Elmer (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym) y helio como
gas de arrastre (1 mL/min). La temperatura del inyector fue de 230 °C; el programa
de temperatura del horno comenzé a 50 °C, aumentando 10 °C por minuto hasta los
250 °C. La fragmentacion de masas fue recolectada a 70 ev con 2.89 scans.s-1y

sera detectada de 50 a 500 Da, la temperatura de la fuente de iones y la del
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cuadruplo fue de 270 °C. La identificacion de compuestos se realizd por
fraccionamiento molecular en el espectro de masas, utilizando la biblioteca NIST

version 2.0

7.4. Andlisis de quimiodiversidad por cromatografia en capa fina.
Para la determinacion de la composicion quimica de los aceites esenciales también
se realizé un perfil cromatografico de cada AE mediante cromatografia en capa fina,
utilizando el método de Wagner y Blandt (2001). Se realiz6 una disolucion tomando
100 pL de aceite esencial + 900 uL de hexano logrando una concentracion de 100
uL/mL, posteriormente se tomaron 5 pL de dicha disoluciéon y se aplicé a la
cromatografia en placa. La fase movil fue una mezcla de lo disolventes organicos de
grado analitico J.T. Baker® tolueno (CeHsCH3) y acetato de etilo (C4HgO2) en
proporcion v/iv de 93:7 . La fase estacionaria consistio en cromatografias planas de
gel de Silice-60°A de 20 x 10 cm.

Las cromatografias se marcaron con una linea horizontal, dejando 2 cm en
cada extremo y 8 cm para el desplazamiento de la fase moévil. Las muestras se
aplicaron en el extremo inferior de la placa, que sirvi6 como referencia para el punto
de migracion, la distancia entre la aplicacion de las muestras fue de 8 mm. Los
cromatogramas se realizaron en posicion ascendente en una camara de vidrio
cerrada y saturada con la fase mavil. Para visualizar los constituyentes quimicos se
utilizé como revelador de compuestos organicos una disolucion de sulfato sérico
(Gibbons, 2012).

El nimero de compuestos se consider6 a partir de manchas (areas)
cromatograficas calculando el factor de retencién (Rf) a partir de la distancia
recorrida por cada compuesto (mancha) con respecto a la distancia recorrida por la
fase movil (8 cm): RF= distancia del compuesto/distancia de la fase movil (IUPAC,
1997). El area cromatogréafica de cada compuesto en la cromatografia fue calculada
mediante el software de dominio publico Imaged, versibn 1.4 cada area
cromatografica se consideré6 como la abundancia de un Unico compuesto en cada
AE.
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7.5. Actividad antimicrobiana

Para determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) se utilizé6 el método de
microdilucion seriada en medio liqguido (Andrews, 2001), frente a las bacterias
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidemidis, Pseudomonas aeruginosa,
Shigella sonnei y Salmonella Typhi y la levadura Candida albicans. Para tal prueba
se realizé la preparacion del in6culo de cada especie microbiana y se mezclé con la
solucién madre del aceite esencial que const6é de 50 pL DMSO + 835 pyL H20 + 115
UL AE de Tagetes nelsonii a 98 mg. mL™.

7.5.1. Preparacion del In6culo microbiano

Con ayuda del asa se tomo de 3 a 5 colonias aisladas de un cultivo de entre 18 a 24
horas y fueron transferidas a un tubo de ensayo que contenia de 4-5 mL de caldo de
cultivo de Mueller-Hinton y se incub6 a 35 °C por aproximadamente 4 a 6 horas hasta
que alcanzé la turbidez equivalente a 0.5 en la escala espectrofotométrica de
McFarland. La densidad 6ptica a 625 nm se determiné en un espectrofotometro con
recorrido de 1 cm de luz. Tal suspension contaba con aproximadamente de 1 a 2 x
108 UFC/mL, (Cona, 2002, Cavalieri et al., 2005).

7.5.2. Ensayo de microdilucion seriada

Las diluciones se prepararon en la campana de flujo laminar. Se utilizé una placa de
96 pocillos en la cual se realizaron las diluciones seriadas. En primer lugar, se
colocaron 100 pyL de caldo Mueller-Hinton seguido de 100 pL de la solucion madre
previamente preparada (98 mg. mL), a partir de esta se realizé diluciones seriadas
(se mezclé y se tomaron 100 uL de la solucion del primer pocillo y se comenzd con
las diluciones de pocillo en pocillo, hasta el doceavo pocillo). Por ultimo, se agregé a
cada pocillo 10 pL del inéculo y 10 pL del colorante resazurina (Sarker et al., 2007).
De esta manera, los AE de T. nelsonii se evaluaron en concentraciones de 40 a 0.25
mg.mL™*. Para el control positivo se utiliz6 gentamicina (Sigma-Aldrich®) como

agente bactericida y fluconazol (Sigma-Aldrich®) como fungicida.
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7.6. Analisis Estadistico

Se realizaron andlisis univariados. Para determinar las diferencias de los
rendimientos de las dos poblaciones se realiz6 una U de Mann Whitney, para la
comparacién de abundancia de los compuestos se realiz6 el andlisis de Kruskal-
Walllis al 95% de confiabilidad. Para los analisis de quimiodiversidad se realizaron
analisis de Componentes Principales (PCA) y los indices de Simpson, Shannon y

Margalef.

Para explorar las diferencias entre la composicion quimica de los perfiles de
aceites esenciales se realizd el analisis de componentes principales (PCA) con
presencia y ausencia de compuestos. También se realizé un andlisis de
agrupamientos de ausencia y presencia en los perfiles entre ambas localidades,
mediante andlisis de Permanova, y por ultimo, se realiz6 un andlisis de grupos para
ver la similitud en su composicién. Todos estos estadisticos se realizaron con el

programa Past version 4.1
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VIIl. RESULTADOS

8.1. Andlisis de rendimiento de aceites esenciales de las hojas de

Tagetes nelsonii

Los rendimientos de los aceites esenciales de T. nelsonii recolectados en las
poblaciones de Teopisca y en San Cristébal de las Casas fueron similares (P=
0.1404; 7Z=1.4741 U-Mann-Whitney) (Figura 5B). Para Teopisca se obtuvo un
rendimiento promedio de 0.18% mientras que para San Cristobal 0.12% (Figura 5A).
Se observd que los rendimientos fueron mas uniformes entre las muestras de
Teopisca (de 0.08 a 0.28%) y mas dispersas para las de San Cristobal (de 0.01 a
0.023%) (Figura 5B).
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Figura 5. Rendimiento de aceites esenciales de T. nelsonii en Teopisca (TEO) y San
Cristébal de las Casas (S.C.)
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8.2. Andlisis de quimiodiversidad de los AE de las hojas de

Tagetes nelsonii por cromatografia de capa fina.

Después de la obtencién de los AE se determind la riqueza (nimero) y abundancia
(area cromatografica) de compuestos mediante la técnica de cromatografia en capa
fina (Figura 6). Con esta técnica se observo que hay una diferencia en la riqueza de
compuestos, en los AE de San Cristobal se encontraron 11 compuestos y en los AE
de Teopisca siete. Siete compuestos son comunes a ambas poblaciones (C1, C2,

C3, C4, C5, C7 y C10), lo que sugiere que otros compuestos posiblemente sean

caracteristicos a la poblacién de San Cristébal.
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Figura 6. Cromatografia de capa fina de los aceites esenciales de T. nelsonii en los
municipios de Teopisca y San Cristébal de las Casas, Chiapas, México. F.R.: Factor de
Retencion; C.: Compuestos (C1 a C11)

En relacion a la abundancia de compuestos se observo que algunos estan en
mayor proporcion para ambas localidades (San Cristébal P= 0.000037 y Teopisca P=
0.0000073), particularmente C3 y C10 son los de mayor proporcion en ambas zonas,
mientras que los compuestos con menor abundancia son C7 para Teopisca y C9
para San Cristébal (Figura 7).
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Figura 7. Abundancia de los compuestos revelados por medio de cromatografia en
capa fina en las dos zonas de estudio. A) San Cristobal (P= 0.000037 Kruskal-Wallis);
B) Teopisca (P= 0.0000073 Kruskal-Wallis). (*:P < 0.05 Kruskal-Wallis)

De los siete compuestos comunes, los compuestos 2 y 5 presentaron
diferencias significativas entre las zonas de recolecta (Figura 8), ya que ambos se
determinaron en mayor proporcion en la zona de Teopisca que en San Cristébal
(*:P=0.051 y P=0.0048 respectivamente U-Mann-Whitney).
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El Analisis de Componentes Principales (PCA) mostrd la distribucion de los
compuestos mas representativos para Teopisca (C1l, C4, C5 y C2) y para San
Cristobal (C8, C7, C6, C3y C11; Figura 9).

225/ TN

4

Component 2

-3.004

-3.75]

Component 1

Figura 9. Distribucion de los compuestos en los AE de Teopisca (Turquesa) y San
Cristobal (Violeta)

Se calcularon los indices de quimiodiversidad de ambas zonas, adaptando tres
indices de diversidad de la ecologia (Simpson, Shannon y Margalef), considerando la
rigqueza como el numero de compuestos y la abundancia como el area
cromatografica. Los resultados de dominancia evaluados con el indice de Simpson
fueron similares en ambas zonas (Teopisca= 0.9728 y San Cristébal= 0.9784), lo que
indica que probablemente se distribuyen uniformemente en cuanto a su abundancia,

es decir que las proporciones mayores de algun compuesto, no son suficientes para

34



sefialar que sesgan la proporcion en las poblaciones. El indice de Shannon para
Teopisca y San Cristobal fue de 3.848 y 4.121 respectivamente lo que sefiala que
ambas zonas tienen diversidad alta de compuestos. Por ultimo, el indice de Margalef
(Teopisca 8.439 y San Cristébal 11.89) también nos indica que la diversidad en

ambas zonas es alta (Cuadro 4).

Cuadro 4. indices de diversidad de aceites esenciales de las hojas de Tagetes

nelsonii recolectadas en Teopisca y San Cristébal

Teopisca San Cristébal
Taxa_S 59 83
Simpson_1-D 0.9728 0.9784
Shannon_H 3.848 4,121
Margalef 8.439 11.89

8.3. Andlisis de quimiodiversidad de los AE de Tagetes nelsonii

por cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS).

Los AE obtenidos por hidrodestilacién también se analizaron por medio de la técnica
de cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS). Se identificaron 27
compuestos entre ambas poblaciones (Teopisca y San Cristébal), de los cuales el
74% son de tipo monoterpeno y el 26% son sesquiterpenos (Figura 10). Ademas se
identificaron compuestos exclusivos a cada poblacién, los AE de San Cristdbal tienen
nueve compuestos representativos, mientras que los de Teopisca presentan cinco
compuestos ausentes en los de San Cristébal (Cuadro 5). Los analisis de
PERMANOVA de la composicion quimica confirman que los AE de ambas

poblaciones difieren de manera significativa (p = 0.0002).

Los analisis de PCA (Figura 11) revelan que la formacion de tres, hay
compuestos que estan presentes exclusivamente en San Cristobal y Teopisca,
mientras que un tercer grupo de compuestos se encuentra en ambas poblaciones. El

analisis de grupos (Figura 12) muestra la cercania de los compuestos a cada
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poblacion, se puede observar que la poblacion de Teopisca (Figura 13) cuenta con
un menor nimero de compuestos asociados a ella, no siendo asi para la poblacion
de San Cristobal (Figura 14).

Cuadro 5. Composicion quimica de los aceites esenciales de T. nelsonii de dos

poblaciones
" Compuestoy | Numero | Teopisca | S. Cristébal Fragmentacion | Referencia
tipo CAS TR £ SD TR £ SD
1 | a-Pineno! 80-56-8 |4.61% 5035+ 0 93(100), NIST
0.20 91(48.5),
92(40.8)
2 | a-Tujeno? 2867-05- | ---- 5030 93(100), 77 NIST
2 (40.59)
3 | B-Felandreno | 555-10-2 | 5.04+0 |5.03+0 93(100), 77 NIST
(meta)?! (51.43),
91(46.46), 79
(42.81)
4 | P- 499-97-8 | 5.08+0 |503%0 93(100), 91 NIST
Menthadien? (52), 69(37.4) PubChem
5 | 3-Careno! 13466- 5.04 + 5.03+0 93(100), NIST
78-9 0.37 91(54.93), 77
(48.05)
6 | Sabineno! 3387-41- | ---- 504+0 93(100), NIST
5 91(76.59),
77(53.74)
7 | B-Terpineno' | 99-84-3 | ---- 504+0 93(100), NIST
91(76.59),
77(53.74)
8 | y-Terpineno! | 99-85-4 | ---- 504+0 93(100), NIST
91(76.59),
77(53.74)
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9 [()-B-Pineno’ |18172- |- 5.06 = 0.01 | 93(100) NIST
67-3 PubChem
10 | Eucaliptol* 470-82-6 | 568+0 |566%0 81(100), 108 NIST
(85.11), 93
(73.58), 96
(72.76),
71(71.87)
11 | Limoneno! 138-86-3 | ---- 569+0 68(100), NIST
67(84.98),
93(82.98),
79(40.50)
12 | (E)-p- 3779-61- |575+0 |575%0 93(100), NIST
Ocimeno? 1 92(68.41),
79(65.7),
91(47.27),
77(44.34)
13 | Dihidrotageto | 1879-00- | 5.89 + 5860 85(100), NIST
nal 1 0.02 57(77.91), 69 PubChem
(73.05)
14 | Linalol* 78-70-6 6.43+0 |6.44+£0.04 | 71(100), NIST
55(86.96),
93(70.90),
69(63.15)
15 | (B)- 6752-80- | 6.85 % 6.83+0 95(100), NIST
Tagetonat! 3 0.08 67(92.94) PubChem
16 | (2)- 3588-18- | 6.87 + 6.85 % 0 67(100), NIST
Tagetonat! 9 0.29 95(94.61) PubChem
17 | Terpinen-4- 562-74-3 | 7.24£0 |7.23x0 71(100), NIST
ol* 93(68.90),
111(46.94)
18 | Terpineol 900411- | ---- 7.34+0 59(100), NIST
59-6 93(76.49),
121(43.96)
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19 [ (2)- 33746- | 7.70% 7.69+0 135(100), NIST
Tagetenona® | 71-3 0.06 107(42.32) PubChem
20 | (B)- 33746- 7.70 + 7.69 £ 0.07 | 135(100), NIST
Tagetenona! | 72-4 0.07 107(42.32) PubChem
21 | Kessano? 3321-66- | 8.23 - 108(881), 109 NIST
2 0.16 (333) PubChem
22 | Cariofileno? | 87-44-5 | ---- 9.53+0 91(100), NIST
69(83.76), PubChem
67(78.26),
133(77.84)
93(70.61)
23 | Cis- 13877- 954+0 | --- 91 (506), NIST
Cariofileno? 93-5 93(779), 69 PubChem
(730)
24 | Trans- 87-44-5 954+0 | --- 91 (858), NIST
Cariofileno ? 93(999), 69 PubChem
(754)
25 | B-Copaeno? 900374- |10.02x0 | ---- 105(100), 91 NIST
18-9 (79.60), 161
(69.52)
26 | (E)-B- 18794 | - 10.21+0 | 69(100), NIST
Farneseno 2 | 84-8 93(68.34), PubChem
55(57.30),
79(56.79),
67(48.62)
27 | Nerolidol 22 900285- | 10590 | ---- 69(100), 55 NIST
43-6 (68.06), 93
(54.21)

#: nUmero de compuesto. Tipo de compuesto: ! = monoterpeno ? = sesquiterpeno. CAS:

NUumero del Chemical Abstract Service TR * SD: tiempo de retencién en minutos

+

desviacién estandar del TR de las repeticiones en las poblaciones. P.F.:Patrén de

fragmentacion. Ref: referencias
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Figura 10. Tipo y numero de compuestos identificados en los aceites esenciales de las
poblaciones evaluadas
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a-Pineno; 3) Beta-phellallandrene; 4)P-Menthadien; 5) 3-carene; 6) Sabinene; 7) beta
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Caryophyllene; 22) (E)-Beta-farmesene
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8.4. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de las

hojas Tagetes nelsonii.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales fue evaluada por el método de
microdiluciéon en caldo (Figura 15) que determina la potencia mediante la
concentracion minima inhibitoria (CIM) y el efecto bactericida o bacteriostatico
mediante la resiembra en agar de la bacterias expuestas a los AE para obtener la

concentracion bactericida minima (CBM).

Los AE foliares de T. nelsonii de las dos poblaciones inhibieron a todos los
microorganismos patégenos evaluados (cinco bacterias y un hongo levaduriforme)

con potencia y efectos distintos sobre cada organismo (Cuadro 6).

Las bacterias mas susceptibles fueron Staphylococcus aureus y Salmonella
Typhi dado que los AE foliares provocaron una CIM de 10 y 20 mg.mL™; sobre S.
aureus y S. Typhi detuvieron el crecimiento a 20 mg.mL™. Las bacterias con menor
sensibilidad fueron Staphylococcus epidermidis y Shigella sonnei que tuvieron una
CIM de 40 mg. mL* con ambos AE. Para S. aureus y S. Typhi el efecto fue
bactericida, ya que no hubo crecimiento bacteriano después de resembrar las
bacterias que fueron expuestas a los aceites, sin embargo, para S. epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa y S. sonnei el efecto fue bacteriostatico dado que después

de la exposicion a los aceites y resembradas en agar, las bacterias crecieron.

Los AE de T. nelsonii también mostraron capacidad inhibitoria sobre el hongo

Candida albicans con una CIM de 20 mg.mL! y un efecto fungicida.

Por tanto, se encontraron diferencias en la potencia de los AE entre los sitios
de recolecta sobre S. aureus y P. aeruginosa, sobre la primera el AE de Teopisca fue
mas potente y sobre la segunda el AE de las plantas recolectadas en San Cristobal.
En tanto que la potencia fue similar entre los AE para las bacterias P. aeruginosa, S.

epidermidis, S. sonnei y para la levadura C. albicans.
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Cuadro 6. Efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de Tagetes nelsonii.

Concentracion minima inhibitoria (CIM) y Concentracion bactericida

minima (CBM) en mg.mL*

Bacteria Aceite esencial CIM CBM Efecto
Staphylococcus aureus Teopisca 10 Bactericida
Staphylococcus aureus San Cristébal 20 Bactericida
Staphylococcus Teopisca 40 40 Bacteriostético
epidemidis
Staphylococcus San Cristébal 40 40 Bacteriostéatico
epidemidis
Salmonella Typhi Teopisca 20 Bactericida
Salmonella Typhi San Cristébal 20 Bactericida
Pseudomonas Teopisca 40 40 Bacteriostético
aeruginosa
Pseudomonas San Cristobal 20 20 Bacteriostatico
aeruginosa
Shigella sonnei Teopisca 40 40 Bacteriostético
Shigella sonnei San Cristébal 40 40 Bacteriostético
Candida albicans Teopisca 20 Fungicida
Candida albicans San Cristébal 20 Fungicida
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A) B)
Concentracién de AE (%v/v) mg. mL* Concentracion de AE (%v/v) mg. mL?

»

»

40 20 10 5 25 125 0.63 0.32 0.16 0.08 0.03 0.015 40 20 10 5 2.5 1.25 063 0.32 0.16 0.08 0.03

Q) D)

Concentracién de AE (%v/v) mg. mL*

40 20 10 25 125 0.63 0.32 0.16 0.08 0.03 0.015

F)

Concentracién de AE (%v/v) mg. mL™? Concentracién de AE (%v/v) mg. mL™

40 20 10 5 25 1.25 0.63 032 016 0.08 0.03 0.015 40 20 10 5 25 1.25 063 0.32 0.16 0.08 0.03 0.015

e
e ——C—
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Figura 15. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de T. nelsonii. A)
Staphylococcus aureus; B) S. epidermidis; C) Salmonella Typhi; D) Pseudomonas
aeruginosa; E) Shigella sonnei; F) Candida albicans. CP: control positivo; CN: control
negativo; CE: control de esterilidad; R1T: Repeticion uno Teopisca; R1T: Repeticién dos
Teopisca; R1S: Repeticion uno San Cristobal; R2S: Repeticion dos San Cristébal
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IX. DISCUSION

9.1. Rendimiento de aceites esenciales en las hojas de Tagetes

nelsonii.

Los rendimientos promedios de los AE fueron similares en ambas zonas (Teopisca =
0.18% y San Cristébal = 0.12%), se ha documentado que los aceites esenciales, en
general, constituyen del 0.1 al 1% del peso seco de la planta (LOpez-Luengo, 2004) y
qgue la cantidad media de buenos rendimientos se encuentran en alrededor de 1 a
2% (Bandoni, 2000). En este estudio las hojas fueron extraidas en fresco, lo que
supondria un rendimiento cuatro veces mas alto en base seca, considerando que los
tejidos vegetales frescos llegan a tener hasta un 75% de agua (Taiz y Zeiger, 2003),
los rendimientos ascenderian a 0.48-0.72%. Ademas, hay ejemplares con produccion
mas alta que el promedio, los cuales alcanzarian rendimientos de 1.12%, proporcion

considerada un buen rendimiento (Lépez-Luengo, 2004).

Los rendimientos de las plantas recolectadas en las dos localidades difieren
de los resultados obtenidos por Juarez-Raya (2016) quien reportd un rendimiento dos
veces mas alto (0.31%) para T. nelsonii recolectada también en San Cristébal de las
Casas en 2014, sin embargo, existen diferencias e inconsistencias reportadas por la
autora, dado que el material vegetal consistio de una mezcla de hojas y flores secas,
ademas, al momento de reportar la cantidad de aceite esencial se sefiala que se
obtuvieron de una sola repeticién 35 mg de 91.74 gramos de material botanico seco,
lo que daria un rendimiento de 0.038% y no de 0.31%, es decir, el rendimiento es
mas bajo de lo reportado y por ende de 12 a 19 veces menos a los del presente

estudio, considerando la base seca del material.

Reportes de otras especies del género sefialan que algunas especies de
Tagetes producen cantidades variables de AE, por ejemplo los tallos de T. lucida o la
mezcla de tallos y hojas de T. coronophylla producen dos o tres veces menos (hasta
0.05y 0.075% de AE en base fresca respectivamente) (Zarate-Escobedo et al., 2018:

Serrato y Zarate, 2015), otras tienen rendimientos cercanos, por ejemplo, las hojas y
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tallos frescos de T. filifolia (0.25%), T. lancera (0.125%) y T. terniflora (0.125%)
(Serrato y Zapata, 2015).

Los rendimientos similares de los aceites esenciales de T. nelsonii en
Teopisca y en San Cristobal indicarian que el sitio donde habitan no resultd critico
para el volumen de produccion, en contraste a ello, Zarate-Escobedo et al. (2018)
reportaron variaciones significativas en los rendimientos de los AE de Tagetes lucida
entre plantas de la region norte del Estado de México (0.01 a 0.07 %) y de la regién
del sur (0.005 a 0.02 %). Quiza entonces valdria explorar otros nichos ecoldgicos en

Chiapas para confirmar si el volumen de produccion en T. nelsonii es constante.
9.2. Composicion quimica de los aceites esenciales de las hojas de

T. nelsonii.

El analisis de cromatografia de capa fina permitié diferenciar en ndmero y
abundancia los compuestos que constituyen los AE de T. nelsonii. Se observo la
presencia de un mayor nimero de compuestos en los AE de las plantas de San
Cristobal que en los individuos de Teopisca, con 11y 7 compuestos respectivamente
(Figura 6). Como se ha documentado, el metabolismo secundario de las plantas es
dinamico, se rige por factores genéticos y se modula por las condiciones en la que
estas se encuentren. La biosintesis y acumulacién de metabolitos secundarios (con
funciones principalmente protectoras y defensivas) se considera un proceso dinamico
en la resistencia (adaptacién) y tolerancia (aclimatacion) de las plantas (Fineblum et
al., 1995; Anaya, 2003). Ese marco conceptual sugiere entonces que los cambios en
el nUmero de compuestos en la composicion quimica de T. nelsonii se deberian
atribuir a las condiciones ambientales en las que se encuentran cada individuo en las
dos poblaciones de estudio, mas que a una fluctuacion entre los individuos.

En cuanto a la abundancia de compuestos, algunos estan en mayor
proporcion en una de las dos zonas de recolecta (compuesto 2 y 5), otros en menor
proporcion en ambas zonas (compuesto 7 y 9) y uno de ellos en igual proporcion en
las dos zonas de recolecta (compuesto 10) (Figuras 7 y 8). Tales resultados
concuerdan con los obtenidos por Zarate-Escobedo et al. (2018) quienes compararon
los compuestos de 14 poblaciones de T. lucida en el Estado de México, obteniendo

compuestos con diferentes abundancias, por ejemplo los compuestos (3-mirceno, -
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ocimeno y linalool se encontraron en los AE de todas las poblaciones de estudio, sin
embargo existié diferencias en el compuesto B-mirceno que fue mayoritario en dos
poblaciones (Coatepec Harinas y en Ixtapan de la Sal de 4.9 a 7.9 %) pero fue
compuesto minoritario en el resto de las poblaciones, asi como el 3-ocimeno que fue
mayoritario en gran parte de las poblaciones (6.27 a 24.91 %), pero minoritario en
una sola poblacién y por ultimo el linalool también estuvo presente como compuesto
minoritario (0.84 a 3.69 %). También concuerda con el AE de T. tilifolia reportado por
Serrato-Cruz et al. (2008) quienes encontraron diferencias en la proporcion de anetol
y alilanisol en los AE de la planta completa de siete regiones del centro-sur de
México, 12.6% de las recolectas tuvieron mas alilanisol que anetol, 1.2% de
recolectas tuvieron cantidades parecidas de ambos compuestos y el 86.2% de
recolectas presentaron menos alilanisol que anetol. Es decir, los resultados con T.
nelsonii y otras especies del género indican que la diversidad bioquimica que da
origen a la composicion de los aceites esenciales se regula diferencialmente, cada
compuesto que conforma el AE puede ser afectado o no por el ambiente.

Los analisis de componentes principales (PCA) revelaron la formacién de tres
grupos de compuestos en los AE de T. nelsonii: a) compuestos caracteristicos de
Teopisca, b) compuestos tipicos de San Cristébal y ¢) compuestos comunes de
ambas localidades, confirmando la diversidad que suponen los datos estadisticos
para cada poblacion. Estos resultados concuerdan con los de Zygadlo et al. (1990)
quienes evaluaron la variacion los compuestos del AE en las poblaciones de Tagetes
minuta, sefialando una diferencia notable entre estas, en ambos casos estos
resultados sugeririan que el conjunto de la diversidad expresa una respuesta de
adaptacioén de las poblaciones, lo que resulta en una diversidad quimica sin variacion

morfologica y otra diversidad biogquimica mas plastica metabdlicamente.

De forma particular, el compuesto C10 del AE de T. nelsonii que se encuentra
en proporciones semejantes en ambas poblaciones, por Io que este compuesto
podria representar un compuesto caracteristico de la especie. Cuya naturaleza
pudiera estar entre varios de los terpenos como hidrotagetonas, tagetonas,

ocimenonas y piperitonas comunes en el género (Serrato-Cruz y Zapata, 2015).
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9.3. Identificacion de compuestos que constituyen los AE foliares

de T. nelsonii.

Los compuestos de los AE de T. nelsonii son de naturaleza monoterpénica y
sesquiterpénica (Cuadro 5), tal composicién concuerda con la sistematizacion de la
fitoquimica de Salehi et al. (2018) que sostiene que los AE de especies del género
Tagetes son ricos en hidrocarburos monoterpénicos (ocimeno, limoneno, terpineno,
mirceno entre los mas frecuentes.) y en cetonas monoterpénicas aciclicas (tagetona,
dihidrotagetona y tagetenona) como los principales odorantes, ademas de cantidades
menores de hidrocarburos sesquiterpénicos y compuestos oxigenados. Muchos de
los compuestos reportados en este trabajo para T. nelsonii como a-pineno, -pineno,
limoneno, eucaliptol, linalol y carofileno son componentes quimicos representativos
de la familia Asteraceae (Mena et al., 2020), asi como el limoneno, a-pineno, B-
pineno, terpinoleno, (E)-B-ocimeno, dihidrotagetona, tagetona (isémeros (E) y (2),
tagetenona (isémeros (E) y ( Z), B-cariofileno y eugenol lo son del género Tagetes
(Salehi et al. 2018), es decir el perfil quimico AE de T. nelsonii resguarda moléculas

comunes de sus congéneres.

Los perfiles quimicos de los AE de T. nelsonii, coincide parcialmente por el
reportado por Cruz Flores et al. (2021) para la misma especie, en el cual los
compuestos en mayor proporcion fueron (E)-tagetona (43-9%) y dihidrotagetona
(20.7%), seguidos por trans--ocimeno, eucaliptol, limoneno y B-cubebeno, solo el
altimo no se identificé en este trabajo. Cruz Flores et al. (2021) report6 ademas 56
compuestos que difieren con los 27 compuestos identificados aqui, se sugiere que
tales diferencias pueden ser debido al método de extraccion del AE ya que Cruz
Flores et al. (2021) utilizé la técnica de microextraccion en fase sélida (SPME) la cual
captura con mayor eficiencia los volatiles del aroma, sin embargo, la cantidad que se
obtiene es minima (nanogramos) y no permite la evaluacion biolégica (Merkle et al.,
2015).

Los resultados de los analisis multivariados de varianza permutacional del
perfil quimico identificado indican que los AE de las dos poblaciones tienen

diferencias significativas en cuanto a su composicion quimica. Hasta ahora no hay
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estudios que comparen la composicién quimica de los AE de T. nelsonii sin embargo,
dentro de las especies del género, se han realizado comparativas inter poblacionales
en los que si se encontraron diferencias en la composicion quimica de los AE entre
poblaciones (Zarate-Escobedo et al., 2018) y también diferencias en especies fuera
del género (Mufioz-Concha et al., 2004; van Baren et al., 2010; Debbabi et al., 2020).

El andlisis de grupos y el PCA de la composicion quimica de los AE de ambas
poblaciones permiten separar las poblaciones por el nidmero y la proporcion de
compuestos, que pudieran representar a poblaciones quimiotipos, por ejemplo,
Duran et al. (2007) con el AE de Lippia alba distinguieron tres quimiotipos
provenientes de 15 poblaciones. Kazemeini et al. (2021) por su parte demostraron
que el contenido de AE y su variabilidad en siete poblaciones naturales de
Rhabdosciadium aucheritiene en Irdn se agruparon en cuatro quimiotipos, estos
estudios y el de T. nelsonii concluirian que la variabilidad de los compuestos
quimicos observada entre diferentes poblaciones podria deberse a algunos factores

ecologicos, geogréficos y genéticos.

9.4. Actividad antimicrobiana de los AE de T. nelsonii, inferencias
de su composicién quimica.
Tagetes nelsonii ha recibido atencion en relacion a su actividad antimicrobiana

mucho mas con extractos organicos que con sus aceites esenciales (Viveros-Valdez
et al. 2013, Espinoza-Ruiz et al. 2013; Juarez-Raya, 2016).

A diferencia de la actividad antimicrobiana demostrada aqui, Juarez-Raya
(2016) reportd actividad nula para extractos organicos y positiva para AE pero a
concentraciones elevadas (250 pyL-125 uL) frente a C. albicans, S. aureus y E. coli; la
diferencia puede ser atribuida al periodo de recolecta de las plantas, ya que el
material vegetal provino de momentos antes o a finales de la floracion, mientras que
en este estudio se recolectdé en plena floracion, es decir la época y/o estado
fenoldgico de recoleccién pudieron influir en la cantidad de los principios activos que

se reflejé en la potencia inhibitoria.
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Particularmente, se observé que sobre las bacterias S. aureus y P. aeruginosa
existio una diferencia en la potencia antimicrobiana (CIM) entre los AE de las dos
poblaciones. Similarmente Walia et al. (2020) obtuvieron diferencias en la actividad
antimicrobiana y composicion quimica de los AE de Tagetes minuta en 16
poblaciones, por lo que se puede sugerir que las diferencias antimicrobianas
observadas en Tagetes pudieran ser atribuidas a moléculas exclusivas de los AE, por
ejemplo el AE de Teopisca que fue méas potente sobre S. aureus tiene entre sus
compuestos exclusivos a kessano, cis-cariofileno, B-copaeno, nerolidol 2 y el AE de
San Cristébal que fue mas potente sobre P. aeruginosa tuvo compuestos exclusivos

como a-tujeno, sabineno, eucaliptol, limoneno.

Tales diferencias se ha sugerido que pudieran deberse a las diferencias entre
las membranas de las bacterias. Las bacterias Gram-negativas tienen una envoltura
que consta de tres capas: membrana externa (ME), pared celular y membrana
interna. La ME es una caracteristica protectora y Unica que distingue a las bacterias
Gram-negativas de las Gram-positivas. Esta ME es la razén principal de la
resistencia a varios antibiéticos. La mayoria de los antibidticos deben atravesar la
membrana externa, los farmacos hidréfobos (aceites esenciales) deben atravesar
una via de difusion y los antibiéticos hidrofilos (betalactamicos) deben atravesar las
porinas y se les dificulta atravesar la membrana externa. Las bacterias grampositivas
carecen de esta capa, lo que las hace mas suceptibles (Breijyeh et al. 2020). Sin
embargo, tal argumento, no es tan determinante en este estudio, ya que especies
Gram-positivas obtuvieron una CIM elevada (S. epidemidis) y S. aureus (Gram-
positiva) obtuvo las CIM mas bajas, mientras que P. aeruginosa (Gram-negativa)
presenta variaciones entre AE de ambas zonas, es decir las variaciones parecen
estar mas asociadas a la composicién quimica que a las diferencias entre tipos de

membranas y paredes celulares entre bacterias gramnegativas y positivas.

En contraparte, las semejanzas en la actividad antimicrobiana también se
pueden atribuir al perfil quimico del AE, en este caso, a la presencia de compuestos
comunes en ambas poblaciones (a-pineno, 3-careno, eucaliptol, trans-p-ocimeno,

dihidrotagetona, linalool, cis-tagetona, cis-tagetenona) .
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X. CONCLUSIONES

Los rendimientos de los aceites esenciales de las hojas de Tagetes nelsonii (0.1-1%
del peso seco) colocan a esta especie como una de las de mayor produccion en su

género. Este volumen de produccién fue constante en las poblaciones evaluadas.

La composicion quimica de los aceites esenciales (AE) de T. nelsonii
muestran diferencias en el nimero de compuestos entre ambas zonas de recolecta.
Los compuestos son completamente de origen terpénico, los monoterpenos fueron

MAs numerosos que los sesquiterpenos.

Las poblaciones de T. nelsonii cuentan con compuestos caracteristicos y
comunes, el AE de Teopisca se caracteriza por la presencia de kessano, cis-
cariofileno, B-copaeno, nerolidol 2 y el AE de San Cristobal por las moléculas de a-
tujeno, sabineno, eucaliptol, limoneno. El a-pineno, dihidrotagetona y linalool fueron

compuestos en comun entre las plantas de ambas comunidades.

Los AE de ambas zonas de recolectas presentaron actividad inhibitoria sobre
seis microorganismos patdgenos. Staphylococcus aureus y Salmonela Typhi fueron

las bacterias méas sensibles a los AE de T. nelsonni.

La potencia inhibitoria de los AE sobre S. y Pseudomonas aeruginosa fue
diferente entre las regiones de recolecta y similar sobre las bacterias S. Typhi,

Shigella sonnei y Staphylococcus epidemidis y sobre la levadura Candida albicans.

Se observaron diferencias en el perfil quimico y la actividad antimicrobiana de
las dos poblaciones, lo que indica que los factores ambientales a las que estan
expuestas interfieren directamente en la biosintesis de metabolitos secundarios,

particularmente en la produccion de principios antibacterianos de T. nelsonii.

Los hallazgos encontrados sefialan a Tagetes nelsonii como una planta
aromatica con propiedades antimicrobianas que consolidan su uso en la medicina
tradicional de Chiapas y con perspectivas en la busqueda de nuevas moléculas que
sean una alternativa en el desarrollo de principios activos sobre microorganismos

patogenos.
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XI. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Tagetes nelsonii es una planta con potencial antimicrobiano que forma parte de la
riqueza fitoquimica del estado de Chiapas. Los resultados de esta investigacion
contribuyen a la generacion de conocimiento en el ambito quimico y microbioldgico
de esta planta nativa, para profundizar en ellos, es necesario realizar estudios
tomando en cuenta mas poblaciones y estados fenolégicos evaluando rendimiento,
actividad biologica y composicién quimica. En particular, explorar mayor nimero de
microorganismos potencialmente susceptibles. También es necesario determinar los
guimiotipos, asociados a las condiciones ambientales (temperatura, precipitaciones,

radiacion, altitud) y fenologicas.

Esto contribuiria al desarrollo de métodos que permitan el aprovechamiento
sustentable de esta riqueza vegetal que a su vez proporcionen argumentos que
eviten la sobreexplotacion y contribuyan a la proteccién de los ecosistemas en donde

habita esta especie.
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