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1. RESUMEN

En condiciones de invernadero fueron investigados los efectos de induccién de estrés sobre
produccién de biomasa, aceite esencial, timol, carvacrol y acumulacion de prolina en Lippia
graveolens H.B.K. En un disefio factorial en donde el factor “A” fueron tipos de estrés

2 . ..
* en cada uno de ellos se estudiaron 4 condiciones o

salino NaCl y iénico Cu ** y Fe
ambientes como factor “B”: Solucion nutritiva comercial (B0); Agua natural (Bl);
induccién de estrés con NaCl, Cu** y Fe’* en moderada (B2) e intermedia (B3) intensidad.
La produccién de peso fresco, y nimero de hojas se redujo por induccion de estrés con
NacCl en 30 g/planta y 40 % en numero de hojas. La cantidad de aceite esencial fue mayor
en 100 % en los ambientes bajo estrés con Cu2+y Fe®*. La cantidad de timol y carvacrol fue
superior en promedio con los elementos Cu** Fe** con 63 y 25% respectivamente, pero las
plantas en el ambiente de solucion nutritiva y agua natural indujeron mas timol y carvacrol.
La prolina se acumulé indistintamente en las condiciones evaluadas pero en el promedio
acumulado la cantidad de los elementos Fe* y Cu™ fue mayor La variable clorofila
disminuy6 en los ambientes estresantes en un 33%, el nimero de estomas también se redujo
en un 26 % por efecto del estrés, en cambio la asimilacion de CO; se potencializo por efecto
de induccicion de estrés con sales y iones en 34 %. El estrés inducido con salinidad y iones

Cu™ y Fe®, derivé en ajustes fisiologicos de la planta causando una mayor actividad

enzimatica antioxidante que conduce a mayor acumulacion de metabolitos secundarios.

Palabras clave: Orégano, sales, metales, timol, carvacrol, prolina.



ABSTRACT

In greenhouse conditions were investigated the effects of stress induction on biomass
production, essential oil, thymol, carvacrol and proline accumulation in Lippia graveolens
H.B.K. In a factorial design where the factor "A" was saline types and ion NaCl stress Cu?*
and Fe?*, in each 4 conditions or environments were studied as a factor "B": commercial
nutritive solution (B0); Natural water (B1); stress induction with NaCl and Cu** Fe** in
moderate (B2) and intermediate (B3) intensity. The production of fresh weight, and leaves
number  was reduced by stress induction with NaCl in 30 g/plant and 40% in leaves
number. The amount of essential oil was increased by 100 % in the environments under
stress with Cu’+y Fe’+. The amounts of Thymol and carvacrol were superior on elemnts
average Cu’+ Fe’+ with 63 and 25 %t respectively, but the environments nutritive solution
and natural water induced more Thymol and carvacrol. Proline was accumulated on the
evaluate conditions but the cacumulative average was higher on Fe’+ elements and Cu’+. V
Chlorophyll decreased in stressful environments by 33%, the number of stomata also was
reduced by 26% stress effect, but CO, assimilation was increased because of the effect on
stress with salts and 34% ion induction. These stress led to plant hysiological adjustments
producing more enzymatic antioxidant activity that produces more secondary metabolits

accumulation.

keywords: Oregano, salts, metals, Thymol, carvacrol, proline



2. INTRODUCCION

Los esfuerzos de investigacion agricola se dirigen principalmente hacia el aumento de
rendimientos, obtener cosechas con calidad adecuada, el aumento en la utilizacién de
insumos eficiente y eficazmente y la adecuada combinacion entre proteccion de cultivos e
inocuidad. Menor interés ha recibido el mejorar la calidad nutricional de los productos, es
decir, el contenido y balance de minerales, elementos traza, antioxidantes y compuestos

fitoquimicos.

Por caracteristicas edaficas y climaticas México es uno de los principales paises
productores de especies vegetales en el mundo, pocos saben de la riqueza que guardan los
desiertos y semidesiertos mexicanos, su biodiversidad es de las mas ricas del mundo una de
estas especies es el orégano mexicano Lippia gravelolens, crece en forma silvestre y su uso
como condimento y hierba curativa incidi6 desde las antiguas culturas y continua

explotdndose de la misma manera hasta nuestros dias (Alarcén,1993).

El orégano es una planta considerada como aromadtica y de uso medicinal, rica en
aceite esencial con amplio potencial en el campo de la alimentaciéon y farmacolégico su
aprovechamiento es una oportunidad para un interés mayor en el desarrollo de programas

de investigacion.



La composicion quimica del aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens
HBK) es de gran importancia por su actividad bioldgica. Los aceites esenciales ricos en
compuestos fendlicos son reportados en multiples investigaciones por su alta efectividad
antimicrobiana; EI timol posee mayor efecto que el carvacrol contra las bacterias Gram
negativas. Hay estudios preliminares que asociaron a los aceites esenciales del orégano con

potencial anticancerigeno (Sivropoulou, 1996).

Cuando las plantas son sometidas a condiciones adversas, se genera un efecto que
produce una respuesta en procesos fisioldgicos y metabdlicos (Benavides et al., 2001), ello
indica la posibilidad de manipular la concentracién o cantidad relativa de metabolitos a
través de técnicas de manejo agrondmico. La induccidén controlada de estrés a través de
compuestos sefializadores o prooxidantes es una conocida herramienta cada vez mas
utilizada para explorar las respuestas fisioldgicas y metabdlicas adaptativas de la planta
(Kessmann et al., 1994). Por ello se considera factible su aplicacién con el propdsito de
promover y/o incrementar biosintesis de metabolitos secundarios (Gantet y Memelink.

2002).

La aplicacion controlada de algun estrés ambiental origina estrés oxidativo celular, o
bien la aplicacion de un compuesto prooxidante como H,O;, el 4cido salicilico o los metales
pesados causan cambios en el metabolismo redox de las plantas, cambios que dan lugar a
través de una cascada de sefales, la modificacion de expresion genética y a la obtencion de

fenotipos con una diferente composicién quimica. En particular en el caso de iones libres

4



de metales el factor inductor de la respuesta es la acumulacion de radicales libres derivados
de reacciones Fenton (Stosh y Bagchi.1995). Este mecanismo de toxicidad de los metales
en forma i6nica fue descrito para el cobre (Mengel y Kirkby, 2001) y para el hierro (Xing
et al., 2010). En el caso de estrés inducido por la salinidad, produce el fendmeno oxidativo
bien conocido en la primera fase de accién del estrés por sales, y se manifiesta a través de
acumulacién de osmolitos en hojas y el control de la apertura estomédtica (Chartzoulaki et

al., 2009), aunado a la acumulacién de prolina en hojas y raices (Munn, 2008).

En el presente trabajo se evaluaron los efectos de soluciones salinas de NaCl y
i6nicas de cobre (Cu2+) y hierro (Fe 2+), sobre la produccion de biomasa, aceite esencial y

metabolitos secundarios timol y carvacrol en Lippia graveolens.



3. HIPOTESIS

La induccién de estrés salino con NaCl y i6nico con cobre y fierro modifica la produccién de
biomasa, biosintesis de aceites esenciales, carvacrol y timol y la fisiologia de plantas de

(Lippia graveolens H.B.K.).

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Cuantificar la produccién de biomasa y timol y carvacrol en orégano mexicano en Lippia

graveolens H.B.K. bajo condiciones de ambientes de estrés inducido por salinidad (NaCl) y

2+

jones metdlicos (Cu **y (Fe **) asi como el estudio de las bases bioquimicas y fisiolégicas de

respuesta a dichas condiciones.



1.

4.2 Objetivos particulares

Cuantificar la produccién de biomasa y aceite esencial en orégano L. graveolens H.B.K.

bajo estrés inducido con salinidad (NaCl) y iones Cobre (Cu 2+) y Fierro (Fe 2Jr).

Caracterizar y cuantificar las bases bioquimicas de respuesta (timol, carvacrol, prolina
libre) en orégano L graveolens H.B.K. bajo condiciones de estrés inducido con salinidad

(NaCl) y iones Cobre (Cu **) y Fierro (Fe **).

Caracterizar y cuantificar las bases fisioldgicas de respuesta en la produccién de clorofila

total, apertura estomatica y asimilacion de CO, en Lippia graveolens H.B.K. bajo

condiciones de estrés, inducido con salinidad (NaCl) y iones Cobre (Cu 2+) y Fierro (Fe 2+).



S. ANTECEDENTES

5.1 Estrés en plantas

5.1.1 Concepto de estrés

El estrés ambiental es una fuerte restriccion para la productividad, se estima, que solo
el 10% de la superficie arable se encuentra libre de estrés, el 20 % de la tierra presenta
algun tipo de deficiencia o toxicidad mineral, el 26% es afectada por el estrés de sequia y el
15% por congelamiento, incluso, bajo condiciones de agricultura protegida como
invernaderos se presentan estrés bidtico y abidtico que disminuyen la cantidad y calidad de

los productos (Blum, 2005).

Se ha definido al estrés como una desviacién de las condiciones optimas para la vida.
Como respuesta a dicha desviacion se inducen cambios en todos los niveles funcionales del
organismo pudiendo ser dichos cambios reversibles o permanentes, aun si la condicién de
estrés es temporal, es normal que la vitalidad de la planta se vea disminuida mientras se
realizan los ajustes requeridos para la nueva situacion. Si el estrés es intenso o si el periodo
es demasiado largo entonces los dafios latentes se transforman en dafios irreversibles que
pueden afectar a la planta entera o parte de la misma. El significado literal es restriccién o
fuerza que empuja deformando un cuerpo, en biologia el termino estrés ha adquirido una

connotacién mas amplia, refiriédose tanto a los estimulos ambientales que se apartan de los



rangos optimos como al estado fisiolégico que se observa en un organismo como

consecuencia de los estimulos negativos (Larcher, 1995).

En biologia el estrés seria un factor externo que actda sobre un organismo. El estrés
biolégico no se mide como una fuerza o una tensién sino como una intensidad o una
concentracion, por ejemplo: intensidad luminosa, concentracién de sustancias toxicas. La
tensién que se provoca seria el cambio interno provocado por el factor externo. Si es un
cambio eldstico existe una proporcionalidad lineal entre el factor externo y la intensidad del

cambio. (Levitt J. 1980).

Con base en la experiencia somos capaces de distinguir rdpidamente diversos estados
de estrés considerando manifestaciones fenotipicas visuales como deformaciones,
amarillamientos, manchados necrosis, etc otras manifestaciones son menos obvias y
requieren de equipo especializado para detectarlas como asimilaciéon de CO,; , la induccién
de transcripcion de ciertos genes, cambio en la composicién quimica de ciertas estructuras

etc. (Benavides et al., 2002).

Factores bidticos patogenos (agentes causales de enfermedad mediante infeccion de
virus, viroides, bacterias, hongos), herbivoros como plagas (insectos, nematodos),
interacciones simbidticas (leguminosa-rizobium), interacciones mutualistas (gramineas-
hongos enddfitos). Plantas (pardsitas, factores alelopaticos) que afectan procesos de captura
de energia -asimilacién de carbono, exportacion de poder reductor y energia, respiracion,

componentes de rendimiento (Biemelt et al., 2000).



5.1.2 Factores ambientales que causan estrés

Son miultiples los factores que inducen estado de estrés en la plantas. El estrés
ambiental es el principal factor. Estos cambios ambientales se originan principalmente por
las actividades antropogénicas, que han causado la contaminacién del aire y del suelo, la
lluvia 4cida, la degradacion del suelo, la salinidad, el aumento de radiacion UV-B, el
cambio climdtico, etc. Ademds, las plantas estidn expuestas a los desastres naturales
presiones climdticas o edaficas, por ejemplo, la alta irradiacién, calor, frio, heladas tardias,
sequia, inundaciones, y los desequilibrios de nutrientes. Algunos de estos factores de estrés
pueden fluctuar significativamente en intensidad y duracién en escalas de tiempo de horas,
dias, estaciones o afios, mientras que otros pueden cambiar lentamente y poco a poco las
condiciones de crecimiento de las plantas. Puesto que las plantas son organismos sésiles,
necesitan medios flexibles para la aclimatacién a las condiciones cambiantes del medio
ambiente para mejorar la proteccién de una planta, es importante entender los mecanismos

que contribuyen a la tolerancia al estrés (Schutzenduble and Polle, 2002)

5.1.3 Interrelaciones de Factores que inducen estrés en las plantas

Son principalmente factores no bioldgicos o abidticos aunque existen también

factores bioldgicos que producen estrés, por ejemplo: factores mecénicos. (Figura 1)
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Figura 1. Factores abidticos que causan estrés en las plantas y su interrelacion.

Asi vemos que existen dos grandes bloques de factores estresantes: factores bioldgicos
y no bioldgicos. Factores como la floracién 6 la maduracion provocan un estrés en la planta
aunque son procesos fisioldgicos normales, pero provocan un debilitamiento y una
vulnerabilidad ante determinados factores estresantes en esos momentos puntuales. Ademas
estos otros modulan de forma indirecta otros factores. Todos pueden influir entre si,
afectando a la resistencia de la planta, asi, por ejemplo una planta con estrés hidrico sera
mdas sensible a variaciones de temperatura, una planta estresada por contaminacion
atmosférica es mdas facilmente infectada por parasitos. Las plantas no se encuentran
sometidas a un solo factor que les provoque estrés sino a un conjunto diverso de factores

que actuan sobre ella a la vez (EI ergonomista, 2002).
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1.

5.2 Déficit hidrico como factor inductor de estrés

El estrés hidrico es el mds comin entre las plantas cultivadas y de comunidades
naturales posiblemente solo se vea rebasado por el estrés por salinidad. El déficit hidrico y
la sequia limitan la productividad vegetal mas que cualquier otro factor ambiental y
generalmente la tasa de crecimiento de una comunidad vegetal o un cultivo son
proporcionales a la disponibilidad de agua (Boyer, 1982). A causa de su esencial papel en el
metabolismo vegetal, el agua es un agente que imparte estructura y orden a las moléculas
bioldgicas asi como a las interacciones entre ellas (importancia biofisica), ademds de
utilizarse como fuente de los pares electron — protén indispensables para el proceso
fotosintético (importancia bioquimica), el bajo aporte de agua causa deshidratacién que se
asocia con degradacion de las membranas celulares y con los organelos, degradacion de las
proteinas, disminucién critica en la sintesis de las proteinas e incluso modificaciones en el
DNA que origina mutaciones (Pugnaire et al., 1994; Hsaio et al., 1976). Dentro de los
procesos biofisicos mds afectados por la carencia de agua se encuentra la expansion celular

y el crecimiento. A su vez estos procesos afectan otros procesos fisioldgicos (Tabla 1).

Las plantas han desarrollado muchas estrategias para tolerar el déficit hidrico Pugnaire et

al., 199) hace un resumen de los mismos como sigue:

Respuesta fisiologica o de modulacién. Se caracteriza por una manifestacion rdpidamente

reversible y con accidn en el corto plazo (Cierre estomatico).
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2. Respuesta de aclimatacién, que involucra cambios no rdpidamente reversibles y con accién
de corto plazo o incluso irreversibles y con accién de mediano plazo (Ajuste osmoético),
derivados de la acumulacién de solutos, cambios en la elasticidad de la pared celular y
algunos cambios morfoldgicos.

3. Adaptacidn, esto es, estrategias a largo plazo que incluyen patrones fijos (genéticamente
dependientes) de reparto de biomasa, modificaciones anatémicas que se heredan entre
generaciones, mecanismos fisiolégicos complejos como el metabolismo CAM,

crecimiento reducido para optimizar el uso de agua y la captura de energia.

Frente al estrés hidrico la planta presenta dos mecanismos de respuesta: la evitacién o
escape y la tolerancia (Kramer, 1983) que incluye ciclos de crecimiento muy rdpidos o
madurez precoz, permitiendo aprovechar los rapidos periodos de disponibilidad de agua y
evitando los periodos de sequia. Entre las plantas tolerantes se encuentran aquellas que
evitan la deshidratacion utilizando mecanismos morfofisiologicos como hojas pequefias y
cerosas, estructuras que facilitan la colecta de rocio, distribucién radical muy superficial
para la colecta de rocio, o bien raices muy profundas (plantas freatifiticas), modificacién en
la arquitectura del docel, cambios anatémicos en la epidermis como el tamafio y numero de
estomas, ubicacion de los estomas en cavidades, cuticulas gruesas y cerosas en combinacion
con tejidos suculentos metabolismo CAM, etc (Witowski and Lamot., 1997; Tilman, 1988),
la mayoria de las plantas nativas de zonas desérticas caen en esta categoria de tolerantes

evitadoras de la deshidratacion.
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Tabla I

Sensibilidad relativa de diferentes procesos de la planta frente al déficit hidrico

Sensibilidad al estrés

Procesos afectados Muy sensible Insensible

1 2 3

Sintesis de pared celular X

Expansion celular  (-) X
Formacioén de protoclorofila (-) X
Nivel de nitrato reductasa (-) X X
Sintesis de ABA (+) X X
Apertura estomaética (-) X X
Asimilacion de CO, (-) X X
Respiracion  (+) @) X
Conductancia del xilema (-) ?
Acumulacion de pollina (+) X X
Nivel de azicares (*) @) X

(Hsaio et al., 1976).
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5.3 Acumulacion de prolina bajo estrés

La acumulacién de prolina libre bajo estrés han sido estudiadas por mas de 45 afios
en un gran nimero especies sujetas a condiciones de estrés hiperosmético. La acumulacién
de prolina ocurre en concentraciones milimolares, dependiendo de la especie y de la
extension del estrés (Kavi Kishor et al., 2005). Se considera alta concentracién de prolina
celular (por encima del 80 % del contenido total de aminoacidos bajo estrés salino y 5%
bajo condiciones normales). Sintesis y degradacion ha sido documentada en muchas
especies sujetas a estrés por sal y sequia. La prolina es un osmolito compatible altamente
soluble, en altas concentraciones no tiene efectos perturbadores en la interaccién con
macromoléculas. Existen evidencias de que es un agente en el balance osmotico y
proteccion de estructuras subcelulares (Yancey 2001; Ahmed et al., 1979) este osmolito
resulta en la osmolaridad celular que puede regular el flujo del agua, esto mantiene la
turgencia que es necesario para la expansion celular bajo estrés osmoético o deshidratacion,
mantiene la integridad las membranas, previene la desnaturalizacion de las proteinas y
puede interactuar con enzimas para preservar la estructura de las proteinas que actiian como
proteccion de estructuras y funcionalidad de My lactato dehidrogenasa (Chadalavada, et a.l,

1994).

En la plantas la prolina es sintetizada no solamente por via glutamato sino también
por arginina/ornitina (Adams et a.l, 1980; Bryant et al., 1992). Arginina es convertida a
ornitina por la enzima arginasa. En bacterias ornitina es degradada por o ceto o

aminovaleriato por la enzima ornitina o aminotrasferasa (o OAT), donde los ciclos

15



espontaneos pirroline 2- carboxilasa (P2C). P2C es finalmente catalizada a prolina por P2C
reductasa, este paso no estd bien establecido en el sistema de plantas sin embargo glutamato
Y semialdehido (GSA) es derivado directo de ornitine por la enzima Ornitina o

aminotransferasa (5-OAT).

Muchos organismos acumulardn prolina muy por encima de las demandas necesarias
para la sintesis de proteinas. El catabolismo de la prolina se presenta bajo estrés osmotico,
(Peng and Vermal, 1996; Kiyosue et al., 1996), pero una vez que el estrés es reprimido, la
prolina se oxida a P5C deshidrogenasa prolina (PDH; CE 1.5.99.8), también conocida como
prolinaoxidasa, la primera enzima de la ruta de degradacion de prolina. P5C se regresa a
glutamato por la enzima deshidrogenasa P5C (PSCDH; 1.5.1.12). Asi, ambos PDH vy
PSCDH forman dos importantes enzimas en la degradacion de prolina a glutamato en
organismos superiores. La enzima PDH se une a la membrana interna de las mitocondrias.
Esto es importante para las células cuando la oxidacion de prolina genera el ciclo
NADP/NADPH o balance redox (Hare and Cress, 1998). Entre los compuestos intermedios
de biosintesis prolina y catabolismo se encontr6 un compuesto semejante a glutamato y
P5C los cuales podrian aumentar la expresion de varios genes osmoticamente reguladores
en arroz como salT y dehydrin dhn4 (Iyer and Caplan, 1998). Las plantas de Oriza S
tratadas con P5C y su anédlogo 3,4-dehidroprolina consumieron menos O,, mostraron mas
nivel de NADH, pero se redujeron los niveles de NADPH y se acumularon varios
osmolitos asociados con las plantas deshidratadas. Las conclusiones apoyan la propuesta
(Hare and Cress, 1997) que sefiala que el metabolismo de la prolina puede controlar la

expresion génica bajo tension osmotica.



La prolina es la inica molécula que se ha demostrado que proteje las plantas contra el
oxigeno singlete y radicales libres inducidos por el dafio por estrés (Alia and Saradhi, 1997)
y como un atrapador de los radicales OH, que es capaz de estabilizar las proteinas, ADN,
asi como las membranas. La actividad de atrapamiento Hidroxi-radical fue medidas para
el sorbitol, manitol, myo-inositol y prolina y se encontré que la prolina es un efectivo

atrapador radicales hidroxilos (Alia et al., 1997; Smirnoff et al., 1989).

Por lo tanto, la prolina no sélo es una importante molécula de sefializacion redox, sino
también un extintor de eficacia de especies reactivas de oxigeno formada bajo condiciones
de estrés por deshidratacion por sal y metales en todas las plantas, incluyendo algas (Alia
et al,, 1997). Actividades de las enzimas catalasa, peroxidasa y polifenoloxidasa fueron
promovidos por la prolina en vivo (Paleg et al., 1984). Sin embargo, la capacidad de la

prolina para activar las enzimas puede sugerir un cambio conformacional limitado.

5.4 Estrés de las plantas por salinidad

Desde un punto de vista fisioldgico la salinidad se expresa como concentracion de
sales en unidades milimolares (mM) y se utiliza como referencia en el efecto de una
concentracion particular sobre el proceso fisioldgico. Como ejemplo una solucién de 200
mM de NaCl inhibe totalmente la germinacion de semillas de Arabidopsis thaliana (Zhu et

al., 2002).
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El problema principal de las plantas sometidas a altas concentraciones de sal es la
retencién osmotica del agua y, los efectos i6nicos de toxicidad sobre las proteinas del
citoplasma y las membranas, el agua es retenida osmdticamente de tal forma que conforme
aumenta la concentracion de sal en el agua se encuentra cada vez menos disponible para la
planta. (Ashrf and Harris, 2004., Chinnusamy et al., 2005; Ehret and Plan., 1999;
Hasegawa et al., 2000; Poustini and Siosemardeh, 2004; Yeo 1998; Zhu, 2003). La
explicacién en términos fisicos es la siguiente: La energia libre del agua se conoce como
potencial quimico, el agua fluye espontdineamente desde un sitio de alta energia libre a uno
de baja energia libre hasta que llega a un equilibrio termodindmico, esto quiere decir que en
un suelo salino la planta deberia invertir grandes cantidades de energia para extraer el agua
del suelo es por ello, que rebasado cierto umbral de concentracion de sal, la planta es
entonces incapaz de extraer agua del suelo. La base de la respuesta celular conocida como
ajuste osmotico es precisamente la concentracion de solutos no toxicos en la célula de tal
manera de que el valor disminuya y sea competitivo contra el presentado por la soluciéon

salina (Ashrf and Harris, 2004).

El estrés salino es causante de estrés hidrico por lo que reduce el crecimiento y
rendimiento del cultivo de diferentes maneras. Sin embargo, siendo la sal NaCl dominante
en la naturaleza provoca dos efectos principales en las plantas es decir, toxicidad, potencial
osmotico y 16nico. En condiciones normales el potencial osmoético de las células vegetales
es mayor que la solucién del suelo. Las células vegetales utilizan este mayor potencial
osmoético para absorber agua y minerales esenciales a través de células de la raiz de la

solucion del suelo. Bajo estrés salino el potencial osmético en la solucién del suelo supera el
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potencial osmético de las células de la planta debido a més alta concentracion de sal, lo que
reduce la capacidad de las plantas de absorber el agua y otros nutrientes esenciales (Munns
et al., 2006). Por otro lado, los iones Na * y CI puede entrar en las células y su prevalencia
induce efectos toxicos sobre las membranas celulares, asi como en las actividades
metabdlicas en el citosol (Hasegawa et al., 2000). Estos efectos primarios del estrés por
salinidad provocan efectos secundarios como la expansion reducidas de las células,
disfuncién de la membrana, asi como una disminuciéon del metabolismo citosélico y la
produccion de intermediarios reactivos del oxigeno (ROS). Como resultado de ello, en casos
extremos, las plantas pueden morir bajo estrés salino. En la soja, el estrés de salinidad
inhibe la germinacién y crecimiento de las pldntulas, reduce la modulacion, y disminuye la
acumulacion de biomasa y rendimiento, estos efectos son inducidos por la interferencia
mediada osmoéticamente con el agua y la absorcion de nutrientes (Brady and Weill, 2002).
Estrés por salinidad también puede causar clorosis severa y necrosis, y finalmente la muerte
de la planta (Parker et al., 1987). Mas agudos sintomas de estrés de salinidad son inducidos
por la acumulaciéon de cloruro en las hojas, que influye en la fotosintesis estimula la
formacion de radicales superdxido, que causan dafio a la membrana (Marschner, 1995). El
cloruro es un anién importante en sales derivadas de fertilizantes y agua de mar (Parker et
al., 1987). El estrés salino afecta también a fitohormonas que son sustancias naturales
orgénicos, que influyen en los procesos fisiolégicos en concentraciones bajas, ya sea en
tejidos distantes a los que se transporten o en el tejido donde se produjo la sintesis (Davies,

1995).
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Las dos hormonas para el cual existe una evidencia consistente de la regulacién
enddgena en respuesta al estrés ambiental son ABA y etileno (Gianfagna et al., 1992), a
pesar de que las giberelinas, auxinas y citoquininas también estdn implicadas en la
respuesta al estrés (Levitt, 1980). El 4cido jasmdnico (JA) participa en diversos procesos de
desarrollo, tales como la germinacion de la semilla, crecimiento de la raiz, la fertilidad, la
maduracion del fruto y la senescencia (Creelman et al., 1992; Wasternack y Hause, 2002).
JA activa los mecanismos de defensa de las plantas en respuesta a los insectos impulsados
por las heridas, los patdgenos y el estrés ambiental como la sequia, la baja temperatura y la
salinidad (Wasternack and Parthier, 1997). El 4cido salicilico (SA) ha dado lugar a la
tolerancia de las plantas a muchos estreses bidticos y abidticos, incluyendo hongos,

bacterias, virus (Delany et al., 1994), frio y sequia y el calor (Senaratna et al., 2003).

5.4.1 Efecto de sales en las plantas

Psarras et al., 2008, evaluaron el efecto de tres concentraciones de NaCl (0, 35y 70
mM) sobre el crecimiento, las caracteristicas de la calidad, fotosintesis, produccion de fruta
en plantas de tomate. La salinidad redujo fotosintesis dando por resultado reducidos valores
de altura de planta, la produccién de peso seco fue menor en un 25% y el 69% con 35y
70 mM de NaCl, respectivamente con respecto a las plantas control. Los sélidos solubles
totales y la acidez de la fruta aumentaron al subir la salinidad mientras que la fotosintesis
en la hoja disminuyé. Similares resultados reportan Belaqziz et al., 2009 en Thymus

maroccanus Ball que investigaron cinco diferentes niveles de salinidad (0, 50, 100, 150,
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200 mM de NaCl). Los resultados expusieron que con el aumento delos niveles de
sal ocurrié una disminucion significativa de biomasa de brotes y raices, sin embargo, el
efecto adverso de la sal fue més pronunciado enla raiz que en los tallos. Este estudio
mostré que el aceite esencial no presentd variacion con el aumento de la sal. En general,

esta especie mostro tolerancia moderadora a la sal.

Se llevé a cabo un en experimento con Mentha piperita L., por Khorasaninejad et al.,
2010, para estudiar el efecto de induccion del estrés con salinidad (NaCl) con niveles de
0, 50, 100 y 150 mM y solucién Hoaglund sobre los pardmetros de crecimiento,
componentes del aceite esencial. Los resultados mostraron que el estrés de salinidad afect6
significativamente la longitud del tallo y raiz, peso en fresco y seco de las raices, longitud
de los entrenudos y longitud estolones, los valores biomasa y aceite esencial asi como

mentol fueron mayores en condiciones de no salinidad.

La respuesta de las plantas de Origanum vulgare L., (Said- Al Ahl and Hussein,
2010), con regimenes diferentes de humedad en el substrato, con irrigacién con agua normal
y salina adicién de acidos himicos con potasio encontraron que la produccién del aceite
esencial y el peso fresco fue significativamente menor en el nivel de la humedad
disponible del suelo (30%). El adicionar 4cidos himicos con potasio, tuvo un efecto
positivo en biomasa y negativo en aceite esencial con la irrigacién salina respectivamente.
La composicion del aceite esencial del orégano fue afectada indistintamente por regimenes

de la humedad.
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Said-Al et al., 2010, evaluaron los efectos de concentraciones de salinidad de suelos
en niveles de 0, 1 500, 3 000 y 4 500 mg/kg-1 sobre el contenido de aceite y su
composicion en tres cultivares de Ocimum basilicum L. El contenido y composicién de
aceite esencial se incrementaron significativamente mediante el uso de 1 500 mgkg” de
salinidad en comparacién con el control. Pero en contraste, hubo disminucién significativa
con el nivel mayor de suelo salino. Los tratamientos de suelos salino con 1 500 y 4 500 mg
kg-1 aumentaron el contenido de linalol y, por el contrario, hubo una disminucién en el
contenido de eugenol con el uso de 1 500 y 4 500 mg kg'1 de suelo salino. En contraste
Said- Al Ahl y Mahomoud (2010) evaluaron en Ocimum basilicum L. el efecto de salinidad
en combinacion con Fe y Zn. La altura, asi como el nimero de brotes y el peso de la planta,
estos decrecieron en condiciones de suelo salino, pero, cuando se increment6 la salinidad,
la produccion de aceite esencial aumentd. La aplicacion de micronutrientes Fe y Zn, tuvo
mayor efecto en la produccion de biomasa y aceite esencial en condiciones de irrigacion
normal y salinidad, un compuesto semejante a glutamato y P5C, la concentracion de

monoterpenos linalol y metilcavicol disminuyeron por efecto de salinidad.

En genotipos de tejidos vegetales de Glycine max (L.) (Liu and Staden, 2001) se
investigaron el efecto de induccion de estrés con NaCl y la acumulacion de iones. Se
encontraron susceptibilidades diferentes en las lineas evaluadas, produjeron menor peso
fresco y seco en contracciones de 25 a 75mM ademds, los niveles de Na*y CI" en callo se
elevaron significativamente cuando los niveles de sal se elevaron, mientras, que K*, Ca™ y
Mg"" se redujeron notablemente, la salinidad expreso estrés osmaético y acumulacién mayor

de Na* causando deshidratacion en los tejidos vegetales durante 12 dias que estuvieron
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expuestas, pero al cambiar a un medio sin sal, los callos se recuperaron del estrés y los
niveles de los iones Na®' y CI" decrecieron. Estos resultados sugieren que los efectos
inhibitorios de la salinizacién sobre el crecimiento y acumulacion de iones (Na®y Cl )
pueden ser reversibles cuando la salinidad es suprimida. En este mismo sentido Niya L et
al., (2008), evaluaron los efectos de adicionar NaCl en el suelo (100-400mM) sobre
fotosintesis, consumo y transporte de la sal, y contenidos intracelular del Na* y CI” en
plantas de dos especies de Kandelia L. El estrés de las plantas se elevo con el aumento
del NaCl, ademds, se encontré mas del 90% del Na™ 40% mads del CI'. La tasa fotosintética
neta (Pn) declind con el aumento de salinidad, y la reduccion més marcada ocurrié después
de la exposicion de las plantas a una salinidad severa (400mM NaCl) Sin embargo, los
efectos inhibitorios del estrés severo del Na* contenido en la pared celular, citoplasma,
vacuola y el cloroplasto variaron con la especie. En el estrés por sal causdé una
acumulacién rdpida y més alta del Na* y CI en las hojas, sin embargo decrecieron cuando

la salinidad disminuyo.

Los efectos adversos de NaCl inducida por estrés NaCl en plantas de soya sobre
crecimiento y niveles enddgenos de giberellinas (GA), acido abscisico (ABA), acido
jasmoénico (JA) y acido salicilico (SA). Fueron: altura de planta, biomasa, contenido de
clorofila, nimero de vainas, y rendimiento disminuy¢ significativamente en la respuesta de
70 mM y 140 mM de NaCl, el contenido endogeno de GA y SA libre se vio disminuido,
mientras que se observd a un incremento significativo en el contenido endégeno de ABA y

JA. Los resultados mostraron que el estrés salino reduce drasticamente el crecimiento y a su
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vez causado por el efecto de decremento de niveles endégenas de hormonas (Hamayun, et

al., 2010).

Khosravinejad et al., (2008) evaluaron la la actividad de enzimas antioxidantes por
efecto de estrés salino en niveles de 50 a 400 mM en cultivares de avena. Como resultado
se encontr6 un incremento lineal entre la actividad CAT, APX, SOD y GPX y la
concentracion de sal. En general la actividad antioxidante se incrementd en las raices y
tallos pero el incremento fue mds significativo en raices, la enzima CAT fue la de mayor
incremento. La actividad enzimaética también fue investigada ademds de niveles de prolina
y clorofila en (Olea europaea L CV Chemlali) por efecto de irrigacion con agua normal
(CE=1.2dS m'l) y agua salina (CE = 7,5 dS m'l). La actividad fotosintética y contenido de
clorofila de hojas disminuyeron en agua de riego salina. La fotosintesis neta de hojas
jovenes fue 24.5 y 14.9 umol m-> s en agua normal y agua salina respectivamente. La
relativa reduccion de clorofila fue mayor al 50% en agua salina comparado con plantas
tratadas con agua normal. El contenido prolina, la actividad de enzimas de SOD, CAT vy
APX aument6 bajo la irrigacion con agua salina. El aumento en contenido de prolina fue
mds importante en hojas que en raices. En hojas jovenes, el incremento de actividad
antioxidante en plantas bajo salinidad fue 2.67, 3.61, y 1.85 veces, mayor, para el SOD,
APX 'y CAT respectivamente comparado con agua normal. Estos resultados, la interaccion
entre el sistema de antioxidante y el contenido de prolina parecen estar implicada en los

mecanismos de tolerancia de sal en el arbol oliviceo (Amhed et al., 2009).
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En planta de Cassia angustifolia se investigé el efecto de NaCl (80 y 160 mM ) y
CaCl, (5 mM y 10 mM) y combinacién de NaCl y CaCl, (80 mM 10 mM y 160 mM y 10
mM) en diferentes etapas de desarrollo: pre-folracién (A1), floracion (A2) y post-floracion
(A3), en comparaciéon con los controles, biomasa en raiz, tallo y hoja disminuyé
significativamente con cada tratamiento de NaCl, mientras que en tratamientos de CaCl, se
observo lo contrario. La aplicacién de la combinacién de NaCl y CaCl, redujo la biomasa,
pero esta reduccion fue inferior a lo observado en NaCl individualmente, sin embargo, la
acumulacion de prolina en las hojas fue 10 veces superior a los controles con tratamiento de
160 mM NaCl y 10 mM CaCl2 y 5 veces superior en plantas tratadas con NaCl (160 mM)

solo. (Anjun et al., 2005).

El contenido de prolina y el contenido relativo de agua (CRA), fueron estudiados en
plantas de tres cultivares de Capsicum annuum L. “paprika” cv. Papri king, Papri Queen y
Sonora sometidas a diferentes concentraciones de NaCl (0, 5, 10, 25, 50 100 y 200 Mm)
durante 8 dias. El CRA, disminuy6 al aumentar la concentracion de NaCl. La sal indujo
aumento en el contenido de prolina en hojas de los tres cultivares analizados, mostrando

diferencias significativas entre los tratamientos. (Chaman, 2007).

Como respuesta al tratamiento exdgeno de prolina con precursores de prolina (ornitina
y arginina) y la prolina analdgica (azetidine-2-carboxilato, A2C), en la linea clonal orégano
O-1 se evalud la estimulacion de biosintesis de acido rosmarinico (RA). Los resultados

mostraron incrementos significativos en el contenido de RA y simultdneamente mayores
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niveles de prolina endégena fueron observados en comparacién con el control. Tratamiento
andlogo (A2C) solo, estimulé niveles mds altos de RA sin aumento en prolina endégena.
Niveles de prolina endégena después de 30 dias fueron superiores en todos los tratamientos
de prolina y ornitina con o sin A2C, pero no en los tratamientos precursores con A2C o
arginina solos. La estimulacién de la sintesis de la RA en respuesta a prolina o prolina-
precursores con o sin A2C sugiri6 que la desregulacién de prolina -oxidacién y sintesis de
prolina pueden ser importantes para la biosintesis de RA de orégano. Esta estimulacion de
biosintesis de RA proporciono6 solidos indicios que la sintesis de prolina pueden vincularse
a la estimulacion de via pentasafosfato y puede ser la llave hacia la via del dcido shikimico
y fenilpropanoide como precursor de metabolitos. RA también estimulé compuesto como
carotenos totales y endurecimiento de tejidos del tallo, indicando posible lignificacion

debido a la polimerizacion de metabolitos fenolicos (Yang and Shetty, 1998).

5.5 Estrés por metales

Los micronutrientes son esenciales para la vida, y entre ellos, son esenciales los
metales pesados, como el zinc y el cobre. Zinc, por ejemplo, sirve como cofactor en muchas
enzimas y como un elemento estructural en factores de transcripcion (Guerinot and Eide,
1999). Sin embargo, por encima de una cierta concentracion critica son téxicos, para ello,

la planta implementan mecanismos para mantener las concentraciones internas en niveles



de disponibilidad fisiolégica dentro de los limites. Otra amenaza a los organismos del suelo
es la biodisponibilidad de metales no esenciales tales como el cadmio y el plomo, que
pueden ser toxico en bajas concentraciones. Los metales no esenciales son lentamente
eliminados y en su lugar se acumulan en los organismos del suelo como las lombrices de
tierra. Por lo tanto, la contaminacién de metales pesados presenta un grave peligro para la
salud en muchos de los organismos, que exige medidas preventivas especificas (Nawrot et

al., 2006).

Cuando se acumula el metal en exceso causa alteraciones en varios procesos como
transcripcion genética (Richardson et al., 1993), fotosintesis y transporte de electrones
fotosintéticos (Krupa, 1993; Yruela et al., 2006), biosintesis de clorofila (Mocquot et al.,
1996) e integridad de la pared celular (De Vos et al., 1992). El incremento de los derivados
toxicos del oxigeno es causado por situaciones de estrés por metales (Kampfenkel et al.,
1995; Weckx and Clijsters, 1996). Las especies reactivas al oxogeno causan serios
disturbios en el metabolismo de los componentes celulares debido el estrés oxidativo
(Halliwell, 1992) el mayor efecto dafiino en estas especies son los productos celulares
como peroxidacion de los lipidos en las membranas (Tappel, 1980; Haliwell. 1982) un
exceso en la actividad redox de metales como cobre y hierro tiende a formar reacciones
univalentes de oxidoreduccion lo que induce estrés oxidativo (Luna et al., 1995;

Kampfenkel et al., 1995).

Para contrarrestar la disfuncién metabdlica causada por estrés abidtico, las plantas

utilizan diferentes estrategias. Una de ellas es a través de varias reacciones bioquimicas, las
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células de la plantas para cuando el ion metal entra en el citosol es inmediatamente
inactivado, este proceso es mediado por la fitoquelacién (Zenk, 1996). Para su proteccién
las células estdn equipadas por enzimas desintoxicadoras de radicales oxigeno semejantes a
superoxidodimutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) (Asada, 1987; Foyer and

Harbinson, 1994).

5.5.1 El hierro

Es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre. Las plantas son la
principal fuente de Hierro, en la mayoria de los dietas, por lo que constituye un aspecto
medular en la nutriciéon de la humanidad. El hierro se presenta en dos estados El Fe* o
férrico es oxidado a Fe* % o ferroso en presencia de O, el Fe se precipita rapidamente por
lo tanto la forma termodindmica mds estables es también la mas dificil de acceso para los
organismos. El contenido normal en base seca de Fe en el tejido vegetativo de hortalizas es
de 50-300 ppm (Olsen et al., 1981) el contenido de Fe (III) de muchos suelos es mucho
mayor que esta cantidad pero como se ha mencionado esta forma idnica presenta poca

solubilidad (Manchester 1995).

Las plantas tienen dos vias o estrategias por medio de las cuales se puede aumentar la
disponibilidad Fe (III) en la solucién de agua del suelo: Las monocotiledéneas no gramineas
y las dicotiledoneas pueden disminuir el pH en la rizosfera lo cual solubiliza el Fe (III) y

promueve la reduccion a Fe (II). Las gramineas excretan fitosider6foros, aminoacidos no



proteicos que solubilizan los iones Fe** formando un complejo de Fe (III) - fitosideroforo

(Olsen et al., 2002).

Los iones metales como Fe, Cu y Zn no atraviesan libremente la membrana celular,
las formas de paso son quelatos (moléculas atrapadoras de iones metélicos). Los quelatos
son llamados ion6foros y los iondforos especificos para el hierro son conocidos como
sideroforos. Desde un punto de vista fisioldgico el hierro se encuentra en los citocromos que
son partes funcionales de los sistemas respiratorio y fotosintético su propiedad mas
importante en la mayoria de las plantas se ve implicada en las reacciones redox de

cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas. (Benavides et al., 2002).

Para realizar la reducciéon de Fe III a Fe II se requiere la transferencia de electrones
desde el citosol a través de la membrana plasmatica, las células vegetales de la plantas como
estrategia I poseen dos sistemas de transferencias: el sistema estidndar presente en todas las
células y un sistema turbo de alta eficiencia, el sistema turbo es el reductor de los complejos
Fe III- quelatos que es inducido en las células de transferencia en ausencia de Fe al parecer
el potencial reductor del sistema turbo proviene NADPH producido por la NADP" -
isocitrato deshidrogenasa citosélica en este sistema se encuentra la enzima Fe — quelato
reductasa ( FCR) que es utilizada por la mayoria de las plantas para (excepto gramineas que
carecen de sistema turbo) para adquirir Fe soluble segiin Moog et al., 1995 la enzima FCR
es inducida por la deficiencia de hierro una vez reducido el Fe III a Fe II. La absorcion del
mismo por las plantas como estrategia I puede ser en forma quelatada o en forma i6nica

libre Fe ** siendo esta dltima forma mds comudn. En las plantas que utilizan la estrategia II
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no es el Fe*? sino los complejos Fe (IT) en la risosfera (los fitosideroforo pueden actuar
como acarreadores de otros cationes (Zn. Mn y Cu) pero el mencionado sistema de
transporte de alta afinidad es inducido por hierro. Una ves que es absorbido por las raices el
Fe*? puede ser oxidado formando Fe (IIl)-citrato o bien es incorporado en ferritinas
(proteinas de almacenamiento de hierro de la raiz), que ocurra una cosa u otra depende de
los niveles y potencial de reduccién del ascorbato y fendlicos reductores como le 4cido
cafeico el dcido clorogenico el dcido dihidro cafeico y el 4cido 3,4 dihidrocixibenzoico. En
otras palabras las ferritinas constituyen un almacén dinamico cuya magnitud parece

depender en parte del nivel redox de los tejidos (Hughes, et al., 1992).

5.5.2 El Cobre

Es un metal esencial para el crecimiento y desarrollo normal de las plantas, pero
también potencialmente toxico, participa en numerosos procesos fisioldgicos y es un
cofactor para muchas metaloproteinas, sin embargo cuando cantidades excesivas estdn
presentes en las células inhiben el crecimiento vegetativo y afectan importantes procesos
celulares (Transporte de electrones fotosintéticos Yruela, 2005). Bajo condiciones
fisiologicas cobre existe como Cu®™ y Cu’, actda como un elemento regulatorio de la
estructura de proteinas y participa en el proceso de fotosintesis y respiracion mitocondrial.
Como respuesta al estrés oxidativo, metabolismo de paredes celulares y hormonas

sefalizadoras los iones Cu actian como cofactores en muchas enzimas semejantes a Cu/Zn
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superoxidodimutasa (SOD), citocromo-c oxidasa, aminoxidasa, lactcasa, plastociamina y

polifenoloxidasa (Manchester, 1995; Raven et al., 1999).

Las propiedades redox que marcan al Cu como un elemento esencial, también Cu®* y
Cu® contribuyen a catalizar la alta toxicidad causada por radicales hidroxilo, con
subsecuentes dafios en DNA, lipidos proteinas y otras biomoleculas (Halliwell, 1982). La
altas concentraciones de Cu puede causar extrema toxicidad como clorosis y necrosis,
retraso en el crecimiento e inhibicioén de crecimiento de raices (Van Assche and Clijsters,
1990; Marschner, 1995). Las concentraciones de exceso de Cu inhiben el crecimiento
ademds de interferir con importantes procesos celulares como fotosintesis y respiracion
(Marschner, 1995; Prasad y Strzalka, 1999). Las plantas crecen normalmente en la presencia
de altos niveles de Cu pero exhiben reduccion de biomasa y sintomas de clorosis. Un bajo
contenido de clorofila y alteracion de estructura de cloroplastos y composicion de tilacoides
de las membranas fue sefialado por Baszynski et al., 1997; Pitsikka et al., 1998, Lidon and
Henriques, 1991, 1993; Ciscato et al., 1997; Quartacci et al., 2000). En resumen el Cu
interviene en la biosintesis de la maquinaria fotosintética modificando los pigmentos y la

composicion de la proteina de productos fotosintéticos de las membranas.

Yruelas et al., 1995 y Patsikka et al., (1998) investigaron la interaccién de toxicidad
de Cu con fotoinhibicién y procesos de recuperacion de fotosistema II demostrando que Cu
mejora el efecto adverso de la luz. La actividad fotosintética decrece cuando los organismos
oxigenicos son expuestos a prolongada intensidad de iluminacién. Este proceso incluye la

incapacidad funcional de transporte de electrones PSII y el dafio estructural de la reaccién
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central, que es conocido como fotoinhibicion (Aro et al., 1993). Considerando que Cu es un
eficiente catalizador en la formacion de especies reactivas a oxigeno (ROS), esto sugiere
que cuando se incrementa la toxicidad por Cu con luz por fotoinhibiciéon es debido a la
produccién de radicales hidroxilo (Yruelas et al., 1996), con diferente propdsito Ptsikka et
al., (2002) explica efectos severos causados por altas concentraciones de Cu durante la
fotohinibicion in vivo, observaron que la reduccion en clorofila en hojas expuestas a altas
concentracion de Cu hicieron més susceptible la fotoinhibicién como una consecuencia de

que Cu induce deficiencia de Fe.

Las concentraciones en exceso de Cu inhiben el crecimiento ademads de interferir con
importantes procesos celulares como fotosintesis y respiracion (Marschner, 1995; Prasad y
Strzalka, 1999). Las plantas crecen normalmente en la presencia de altos niveles de Cu pero
exhiben reduccion de biomasa y sintomas de clorosis, bajo contenido de clorofila y
alteracion de estructura de cloroplastos y composicion de tilacoides en las membranas fue
senalado por (Baszynski et al., 1997; Pitsikka et al., 1998; Lidon and Henriques, 1991;
Ciscato et al., 1997; Quartacci et al., 2000). En resumen el Cu interviene en la biosintesis de
la maquinaria fotosintética modificando los pigmentos y la composicion de la proteina de

productos fotosintéticos de las membranas.

5.5 Efecto de exceso de metales en plantas

En una evaluacién del exceso de Fe (II1)-EDTA con 100 uM, inducido en raices de

Nicotina plumbaginifolia, los resultados mostraron sintomas visibles de toxicidad como
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manchas oscuras, la tasa de fotosintesis se redujo en un 40%, el aumento de reduccién del
fotosistema II, y una mayor activacién del tilacoide, el exceso de Fe duplicé la actividad de
catalasa. Para hacer frente a dafio celular, la respiracion citos6lica aumentd en frecuencia y
la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se incrementé mds del doble, como

indicativo de estrés oxidativo. (Kampfenkel et al., 1995).

Nitrosomona europaea es una bacteria amimooxidativa, tiene un alto requerimiento
de Fe y tiene 90 genes dedicados a la adquisicion de este elemento. Bajo condiciones de Fe
limitado (0,2 uM Fe), N. europaea fue capaz de asimilar hasta el 70% del hierro disponible
en el medio a pesar de que es incapaz de producir sider6foros. Ademds de sider6foros
exogenos el tratamiento Fe-limitado aumentd el crecimiento (masa celular final). Las
células Fe-limitado, tenian menores hemo y contenido celular de Fe, la reduccion de las
capas de la membrana, y bajo NH; NH,OH, dependieron del consumo de O,. La
asimilacion de Fe-realcionada con proteinas, semajante a TonB dependieron de
siderd6foros- receptores, para enterobactina y la difusion de proteinas Omp C, expresaron
niveles mds altos en condiciones de Fe- limitado, aportando pruebas bioquimicas de la

adaptacion de N. europaea en condiciones Fe-limitadas (Wei et al., 2006)

El efecto de exceso de cobre (Cu) fue evaluado en soluciones hidropdnicas en plantas
de tomate con diferentes concentraciones de Cu. 0,05, 0,15, 0,20 y 0,35 mM, se observé
que la materia seca, longitud de la raiz y el drea foliar disminuyd con el tiempo de

exposicion a la concentraciéon de Cu. La absorciéon de nutrientes se vio afectada en la
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medida las concentraciones de Cu se incremento. El calcio (Ca), hierro (Fe) y zinc (Zn)
disminuy6 en las hojas. En las raices ocurrié lo mismo con estos elementos a excepcion de
Ca, lo que indica que la absorcién de estos se vié afectada en la raiz y consecuentemente el
desplazamiento a la parte aérea. La deficiencia de hierro en la hoja causé clorosis y
disminucién de los niveles de clorofila. Las actividades de las tres enzimas estudiadas en las
hojas guayacol peroxidasa (POD), catalasa (CAT), y polifenol oxidasa (PPO) disminuy6

cuando el estrés bajé (Martins and Mourato, 2006).

El efecto de cobre en el la sintesis de clorofila (a + b), prolina, proteinas y acido
abscisico fueron investigados en plantulas de girasol (Helianthus annuus L.) bajo los
siguientes tratamiento de CuCl, (0, 4, 0,5 y 0,6 mM). El cobre en exeso causdé aumento
significativo en acido abscisico en las raices, brotes y hojas de las plantulas, aumento la
prolina y clorofila total no se redujo por efecto del exeso de cobre. EL nivel de acido
abscisico se incremento conforme al nivel de concentracion de Cu aplicado. Los niveles de
cobre por encima de los requerimientos de las plantulas no producen efectos negativos en

pléntulas de girasol (Helianthus annuus L.) (Fiktiye and Sevdra, 2007).

Se estudid la secuencia de varias reacciones metabolicas, relacionadas con el dafio
oxidativo y proteccion, en hojas primarias de Phaseolus vulgaris en funcién de una
concentracion téxica de Cu (630 pM). Un aumento transitorio de peroxidaciéon en la
membrana se observo en las hojas primarias durante el periodo de captacién de Cu, este
aumento fue debido principalmente a las propiedades oxidantes propias del cobre y no a una

estimulacion de la actividad de la lipoxigenasa. En el experimento, la peroxidacién de las
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membranas y K en la raiz no estaban directamente relacionadas durante tres dias
posteriores a la aplicacién de Cu, cuando se detectaron productos en la hoja de peroxidacién
lipidica, se mejor6 la permeabilidad de la membrana citoplasmatica para K*. Sin embargo,
Cu estimul6 la actividad de catalasa y peroxidasa ascorbato Estas enzimas protegieron los
tejidos contra el dafio del estrés oxidativo, el contenido de per6xido de hidrégeno se redujo
significativamente. La Superéxido dismutasa no estuv involucrada en este mecanismo de

defensa (Weckx et al., 1996).

En una investigacion realizada por Shing et al., 2010, se sugiere la participacion de
prolina en la tolerancia a estrés inducido por cobre en genotipos de Cicer arietinum
(garbanzo). La base de la tolerancia al exceso de cobre se caracterizé mediante el anélisis de
incremento de enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa, ascorbato peroxidasa y
catalasa) y acumulacion de prolina. Todos los genotipos mostraron actividad de superdxido
dismutasa. La actividad de enzimas; ascorbato peroxidasa no aumentd en los tratamientos
con 25 y 50 uM de cobre. La actividad de catalasa, aumentd en concentraciones inferiores
de cobre pero no a 50 uM. Tal divergencia en las respuestas de estas enzimas minimiza su
importancia en la protecciéon contra el estrés. Basado en los resultados, se concluyé que

prolina mejora la tolerancia al exceso de cobre y mejora de la peroxidacion en garbanzo.

En el alga Scenedesmus sp se indujeron 4 niveles Cu y/o Zn y prolina. El nivel de
prolina intracelular aument6 notablemente hasta 10 uM con Cu, pero concentraciones mas
altas fueron inhibitorias. Sin embargo, la prolina intracelular aumenté con concentracion

creciente de Zn, Cu y Zn, indujo estrés oxidativo manifestdndose un incremento de lipido -
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peroxidaciéon y permeabilidad de la membranas y reduccién de radicales libres. El
pretratamiento con 1 mM de prolina durante 30 minutos atenué por completo la lipido
peroxidacion, el flujo de K y radicales libres. El pretratamiento con prolina sélo indujo
ligeramente estrés oxidativo con Zn. dentro de las células el pretratamiento con prolina
aument6 el nivel de Cu (25-54 %) y el Zn (19-49 %). Esto no afect6 las actividades de
superdxido dismutasa, ascorbato peroxidasa o catalasa. El presente estudio demostré que
prolina posiblemente actiia como desintoxicante en especies reactivas de oxigeno (Tripathi

and Gaur, 2004).

En Spirodela Dendrophylax Schleid se evaluarén respuestas fisiologicas utlilizando
exceso de hierro (Fe+3) y cobre (Cu+2) hasta con niveles de 100 mg/L. Los resultados
demostraron que el exceso de estos elemementos causé necrosis asi como abscisién en
raices en concentraciones excesivas de metales. La sintesis de clorofila y proteinas como
carbohidratos y la absorcion de nitrégeno y fosfato fueron inhibidas seriamente por el cobre
y el exceso de hierro. El Contenido de prolina disminuy6 con altas concentracion de hierro
o cobre, sin embargo, el contenido de malondialdehido (MDA) (antioxidante) aumentd con

niveles de concentracion mayor de hierro o cobre. (Xing and Liu, 2010).

La influencia de Cd y Hg en la sintesis de clorofila "a", clorofila "B", clorofila total y
prolina en Cicer arietinum L. se evalué con vy sin adicién de nitrégeno. Tratamientos de
cadmio y mercurio en 10 y 25 umol/L afectaron el contenido de clorofila y prolina, en
comparacién con el control. Sin embargo, la adicién de nitrégeno (5 muM/L) de alguna

manera minimiza el efecto de metales pesados. Cadmio y mercurio en 10pumol/L produjo



un incremento sobre las clorofilas. Mientras que las concentraciones mas altas (25 umol/L)
redujeron el contenido de clorofila. El contenido de prolina se increment6 en tratamientos
de Cd y Hg (10 y 25 umol/L). En este caso el nitrogeno adicional redujé el contenido de

prolina en plantas tratadas con Cd y Hg. (Shfi and Agnihortri, 2010).

Los efectos del estrés por metales pesados en la actividad de enzimas antioxidantes y
la peroxidacion lipidica se estudié en las hojas y las raices de dos especies de mangle,
Kandelia candel y Bruguiera gymnorrhiza, cultivadas bajo una soluciéon con 10 % de NaCl
mas cinco niveles de metales pesados (Pb**, Cd* y Hg2+). En las hojas bajo tratamiento
con metales pesados destaco el aumento de la actividad de super6xido dismutasa (SOD) y
peroxidasa (POD) fluctuado en los niveles de estrés en comparacion con el control, mientras
que la actividad de catalasa (CAT) se incrememtd con los niveles de estrés en K. candel,
pero se mantuvo sin cambios en las hojas de la B. gymnorrhiza. El aumento de la actividad
de las enzimas demostré que K. candel es mas tolerante a los metales pesados que B.
gymnorrhiza. La peroxidacion lipidica se incrementd sélo en las hojas de las plantas bajo
estrés con metales en comparacion con el control. Estos resultados indican que la actividad
antioxidante puede jugar un papel importante en K. candel y gymnorrhiza B. (Zhang et al.,

2007) bajo estrés con metales pesados.

El zinc es un micronutriente que tiene un papel esencial en los procesos fisiolégicos
y metabdlicos en plantas como un cofactor estructural en 300 proteinas cataliticas y no
cataliticas, pero este es muy toxico cuando esta disponible en cantidades elevadas. Las

plantas regulan sus concentraciones internas de zinc en un proceso llamado homeostasis. La
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especie Thlaspi caerulescens es considerada excepcional como hiperacumuladora de zinc,
ademds a altas cantidades de niquel y cadmio, sin mostrar signos de toxicidad. Esto deberia
tener efectos sobre mecanismo de homeostasis del zinc. Se examiné en detalle los perfiles
de transcripcién de las raices de las plantas de Arabidopsis thaliana y T. caerulescens
desarrolladas en medios con deficiencia, suficiencia y en exceso de zinc. Cuando se
compara con A. thaliana y T. caerulescens en cada exposicidn de zinc, mds de 2200 genes
se expresaron diferencialmente. Mientras que una gran parte de estos genes son de funcién
desconocida atn, muchos genes con una expresion diferente entre A. thaliana y T.

caerulescens parecen funcionar en la homeostasis del metal, en respuesta al estrés abidtico.

(Van de Mortel et al., 2006).

5.6 Generalidades del Orégano

El orégano es una planta fuertemente aromdtica y de sabor intenso, su aroma es
debido a que es rico en contenido de aceite esencial. Con el nombre "orégano “se conoce a
mas de dos docenas de diferentes especies de plantas, presentan flores y hojas con olor
caracteristico a "especioso". Las hojas secas del Origanum vulgare, nativo de Europa y de
Lippia graveolens, planta nativa de México son de uso culinario comun (Pierce, 1999) Su
uso préctico en cocina es por excelencia como saborizante en los platillos. También se

consume ampliamente, por sus propiedades tonicas, digestivas, estomacales y antiasmaticas.



Entre la lista de especies conocidas como “orégano” cuatro son comunmente
utilizadas para propdsitos distintos estas son: (Origanum vulgare ssp. hirtum Link
Ietswaart); orégano espafiol (Coridohymus capitatus (L.) Hoffmanns Link); orégano turco

(Origanum onites L.) y orégano Mexicano (Lippia graveolens H.B.K.), Ietswaart, (1980).

El género Origanum subespecie hirtum (Link) pertenece a la familia Laminaceae
conocida como orégano griego es la mds estudiada, especialmente en relaciéon a la
composicion y calidad de su aceite esencial, tiene un importante valor comercial. En esta
subespecie el rendimiento del aceite esencial en la hoja seca varia entre 2 - 6%. (Arcial et al.,
2005). Esta especie estd cubierta de pelos glandulares; su tallo es rojizo, anguloso y
ramificado. Sus hojas son opuestas, de ovales a elipticas, su dpice es agudo y en las mérgenes
presenta glandulas ciliadas llenas de aceites esenciales. Sus flores son pedunculadas, labiadas,
de color rosa parpura y blanco (Fonnegra y Jiménez, 2007). Su aceite esencial es amarillo
claro que se oxida rdpidamente, sobre todo en contacto con el hierro y adquiere una coloracion

rojiza (Castillo and Martinez, 2007).

Los compuestos mayoritarios encontrados en O. vulgare ssp. Hirtum son los
monoterpenos fendlicos oxigenados carvacrol 59-61.3% y timol 6.5-13.9 (Bozin et al., 2006;
Lee et al., 2007). Por cromatografia de gases/espectrometria de masas se han identificado 56
compuestos diferentes (Ruso et al., 1998., Milos et al., 2000, Aligiannis et al., 2001). Estos
componentes también se han encontrado en O. dictamnus (Sivropoulou et al., 1996) y se sabe
que otras especies como O. scabrum y O. microphyllum contienen alrededor de 28 y 41

compuestos diferentes, respectivamente (Aligiannis et al., 2001).
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En el aceite del orégano que crece en forma silvestre se ha encontrado la presencia
dominante de carvacrol y timol. Se ha observado que un incremento en los porcentajes de

timol provoca un decremento en el contenido de carvacrol (Ruso et al., 1998).

De manera popular se utiliza para dolores musculares, afecciones respiratorias y
trastornos digestivos (Pamplona, 2006). Su accién expectorante se debe a que actda
directamente sobre el epitelio bronquial ejerciendo un efecto irritante y aumentando las
secreciones bronquiales. El efecto digestivo y antiespasmddico se justifica por el aumento en
la produccion de jugos gastrointestinales y por el efecto relajante de la musculatura lisa. No
obstante, estd contraindicado durante el embarazo y la lactancia. Ademads, en dosis
extraterapéuticas puede tener efectos estupefacientes (Vanaclocha and Cafiigueral, 2006). El
aceite esencial de esta especie tiene un buen efecto antioxidante en margarina (Tafur et al.,
2005) y en yema de huevo (Bernal et al., 2003). También los extractos obtenidos con etanol y
cloroformo evitan la oxidacion y el deterioro del color en piezas de carne de cerdo

(Hernandez-Hernandez et al., 2009).

5.6.1 El género Lippia graveolers H.B.K.

En Meéxico se conocen 40 especies de orégano que pertenecen a cuatro familias
botanicas: (Lamindceae, Verbendceae, Asterdceae y Fabaceae. Verbendceae), comprende a los
taxa de mayor importancia de acuerdo a su distribucion y a sus caracteristicas aromadticas. A

ella pertenece el género Lippia, con las especies; L. palmeri, y L. graveolens Kunth
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Sinonimio: L.berlandieri Schauer (Saénz y Villavicencio 1993; Villavicencio et al., 2007).
Esta planta posee un fuerte aroma y un sabor mds nitido y pungente que el de otros géneros.
Tales caracteristicas son atribuidas a su alto contenido en aceite esencial. Sus usos, tanto

culinarios como terapéuticos son los mismos que los de las especies europeas. (Huerta, 2007).

5.6.2 Nombres comunes de L. graveolens

Hierba dulce, epazote, epazotl, orégano de castilla, orégano cimarrén, orégano

silvestre, oreganillo loco, romerillo de monte, sacmumutz (Villavicencio, 2007).

5.6.3 Descripcion botanica de L. graveolens

El género Lippia son arbustos de 0.70 a 2.0 m de altura; presentan hojas opuestas o
alternadas, dentadas, aserradas o lobadas; inflorescencias en forma de cabezuelas o espigas
breves, contraidas, axilares, solitarias o numerosas, constituidas por muchas flores; flores
pequeiias, sésiles, naciendo en las axilas de bricteas conspicuas, imbricadas, algunas veces
decusadas o seriadas; céliz pequefio, membranoso, generalmente comprimido o
campanulado, carinado; corola zigomorfa, tubo cilindrico, recto o curvo, limbo oblicuo,
amplio, un poco bilabiado, 16bulos de 4; estambres 4 y didinamos, anteras ovaladas, insertos
en la mitad del tubo de la corola, generalmente inclusos; ovario globoso, bilocular, con un
6vulo por Ibbulo, estilo breve, estigma brevemente bilocado, oblicuo o recto; frutos
parciales 2, pequefios, secos, envueltos por el céliz persistente, separables féacilmente en la

madurez, de paredes papirdceas o subdseas (Royal Botanic Garden, 2006).
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5.6.4 Fenologia de L. graveolens

Planta perenne cuyo follaje rebrota en el verano después de haber sido aprovechada
durante el otofio del ciclo anterior. Se observa en floracién desde principios del mes de julio
hasta octubre. A lo largo de su drea de distribucién, época asociada con mayores
precipitaciones. Herndndez (1991) en el altiplano potosino L. graveolens se manifiesta a
principios del verano, con el mayor desarrollo foliar en agosto y septiembre; ahi,
aparentemente la produccion de hojas estd determinada por la combinacion de ausencia de
heladas y la presencia de precipitaciones. La floracion y fructificacion se da también en agosto
y septiembre. La semilla se cosecha comunmente durante el mes de septiembre previo al

aprovechamiento de la hoja (Castillo, 1991).

5.6.5 Clasificacion taxonomica de de L. graveolens

REINO: Vegetal

SUBDIVISION: Angiospermae

CLASE: Dicotildoneas

ORDEN: Tubiflorae

FAMILIA: Verbenaceas

GENERO: Lipppia,

ESPECIE: graveolens sin. Berlandieri
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5.6.6 Habitat de L. graveolens

El intervalo altitudinal que ocupa L. graveolens va desde el nivel del mar hasta los 2300
msnm; en el desierto chihuahuense se establecen en sitios entre los 1200 y los 2300 msnm, en
sitios dridos y semidridos. Sus poblaciones con hojas de fuerte aroma se localizan en Jalisco,
Zacatecas, Durango, Coahuila y San Luis Potosi. El clima, que se clasifica como BW(h)W(c),
preferentemente del tipo seco y semiseco, con temperaturas que varian de 20 a 24°C y una
precipitacion que va de 182 a 267 mm. En el matorral micréfilo y rosetéfilo su hébitat se
localiza en mesetas, planicies, cerros, lomerios, laderas, arroyos y cafiadas poco accesibles de
suelos alcalinos, con pH de 7.3 a 8.5, en general pedregosos, de textura franco-arenosa dentro de
un intervalo altitudinal que va desde 400 hasta 2000 msnm, su mayor abundancia se presenta
entre 1000 y 1800 msnm. También se desarrollan poblaciones en suelos con textura ligera
(Huerta, 2005; Villavicencio et al., 2007), con pH: 5.8 — 6.5 y de 3.0 a 4.5% de materia

organica.

Las poblaciones de L. graveolens, del sur y sureste de México, se establecen sobre todo en
el bosque tropical caducifolio, pero también se presentan en matorrales de cacticeas
columnares, bosques de encino-enebro, Brahea y en selva mediana subcaducifolia. En las zonas
aridas de Tamaulipas e Hidalgo la especie se desarrolla en matorrales espinosos y chaparrales.
En las zonas tropicales mds himedas, L. graveolens se distribuye en la vegetacion secundaria
derivada del bosque tropical subperennifolio. En zonas mds secas, como la cuenca del rio Balsas

y el valle de Tehuacén, es uno de los arbustos mas comunes de la vegetacion primaria.
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Las poblaciones de L. graveolens del desierto chihuahuense forman parte del matorral
rosetofilo donde Condalia, ocotillo (Fouquieria splendens), lechuguilla (Agave lechuguilla),
maguey cenizo (Agave sperrima), huizache (Acacia berlandieri), huizachillo (Acacia
crassifolia), trompillo (Solanum laeagnifolium), mezquite (Prosopis glandulosa), jarilla
(Viguiera stenoloba), uifia de gato (Mimosa spp.) son abundantes. En el sureste de Coahuila, L.
graveolens se establece en matorrales micréfilos y matorrales rosetéfilos. En los primeros, L.
graveolens, Larrea tridentata, Viguiera stenoloba y Flourensia cernua son los arbustos
dominantes. En el matorral rosetofilo, L. graveolens, Leucophyllum frutescens, Zexmenia
brevifolia, Hechtia glomerata y A.lechuguilla son las especies dominantes (Castillo, 1991). En
el altiplano de San Luis Potosi se observa a L. graveolens en matorrales rosetofilos con A.
lechuguilla y Hechtia glomerata; ademds crece en matorrales submontanos (Hernandez, 1991).
En tanto que, hacia el norte de Jalisco, se establece en matorrales subinermes donde es la
especie arbustiva dominante y se asocia con: Bouteloua filiformis, B. curtipendula,
Rhynchelitrum repens, Botriochloa saccharoides, Muhlenbergia monticola, Aristida
adscencionis, Mimosa biuncifera, Stevia rhombifolia, Brickelia veronicaefolia, Agave spp.,
Ipomoea intrapilosa, Acacia farnesiana, A. schaftneri, Bursera fagaroides y Ptelea trifoliata

(Cavazos, 1991).

5.6.7 Distribucion de L. graveolens

La distribucion general de esta especie abarca Estados Unidos (sur de Texas), México,

Belice, Guatemala, El Salvador, Honduras Nicaragua y Costa Rica. En México, los principales

44



estados productores son Chihuahua, Durango, Nuevo Leo6n, Coahuila, Zacatecas, San Luis

Potosi, Puebla y Jalisco.

5.6.8 Recoleccion y aprovechamiento de L. graveolens

En condiciones naturales la época de recolecta es corta y depende de la temporada de
lluvias. Después de las primeras lluvias el arbusto rebrota y crece el follaje el cual puede
recolectarce de agosto a octubre, o bien hasta que se presenten las primeras heladas. El
periodo de aprovechamiento generalmente comprende de tres a cuatro meses. El follaje, en
general, se seca en condiciones de media sombra para después “desvarar” o separar las hojas
de las ramas, esta fase se denomina “orégano en grefia’. Se pueden utilizar maquinas
cribadoras para hacer una limpieza de impurezas y clasificar el producto de acuerdo a su
tamafo, seleccionando las hojas de acuerdo a tres categorias: hoja entera, media y molida

(Villavicencio et al., 2007)

5.6.9 Productividad de L. graveolens

La productividad del recurso varia dependiendo la zona agroecoldgica y del nimero de
plantas aprovechables por hectirea. En condiciones semidridas, se puede obtener un
rendimiento de 0.30 ton/ha de hoja seca. En Jalisco, en sitios donde existe aprovechamiento, la

produccién de hoja seca es de 0.102 a 0.389 ton/ha (Cavazos, 1991). En sitios de San Luis
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Potosi, la producciéon de hojas secas es de 0.019 — 0.030 ton/ha lo cual indica una gran
variacién en la productividad del arbusto en su extensa darea de distribuciéon. (Hernandez,
1991). Para el caso de las plantaciones comerciales bajo riego, se cosechan de 3 a5 ton/ha de

hoja seca de orégano por ciclo.

5.6.10 Comercializacion de L. graveolens

El volumen de produccion del orégano mexicano ha llegado a ser de 2559 ton anuales, lo
que ha representado un valor monetario de 3.2 millones de ddlares (Sénchez et al., 2001). Esta
planta tiene una gran demanda a nivel mundial. Los principales paises importadores de Europa
son Alemania, Italia, Grecia, Francia y Espafia. Ademas de los Estados Unidos, los
principales paises exportadores son Turquia (61.8%) y México (30.6%) entre ellos cubren
mds del 90% de abastecimiento (Arizio y Curioni, 2003). Sin embargo, a pesar de su
produccion y calidad, su aprovechamiento coincide con el periodo de floracion de la planta,
limitando la formacién de frutos y semillas, lo que limita su reproduccion natural (Ocampo-
Velazquez et al., 2009). Para tratar de evitar lo anterior, en México existen dependencias como
el Centro de Investigacion para los Recursos Naturales (CIReNa), donde han establecido la
metodologia para desarrollar orégano como cultivo y la extraccion del aceite esencial como

una alternativa de produccion agricola sustentable (Jacinto et al., 2007).



5.6.11 Métodos de extraccion y analisis de aceites esenciales

Los métodos convencionales utilizados para la extraccion de aceites esenciales son la
destilacién con arrastre de vapor y el uso de solventes orgdnicos. Ultimamente ha crecido el
interés por la extraccion supercritica y subcritica con diéxido de carbono como solvente. Este
gas es ideal ya que no es toxico ni explosivo y es facil de remover de los productos extraidos
(Thomann et al., 1993; Siméndi et al., 1998). Los rendimientos de extraccién generalmente
van desde el 1.8% (McGimpsey, 1993) hasta el 5.6%. En cuanto a su composicion se han
logrado identificar hasta 56 compuestos, y se han encontrado diferencias cuantitativamente
significativas en solo dos fenoles isoméricos, carvacrol (0.1-56.6%) o fenol no-cristalizable y
timol (7.9-53.6%) o fenol cristalizable; incluyéndose sus precursores biosintéticos el Y-

terpineno y el p-cimeno (Russo et al., 1998).

5.6.12 Compuestos quimicos de L. graveolens

En el aceite esencial del orégano mexicano (Lippia graveolens H.B.K.), se han
identificado 33 compuestos que incluyen alcoholes, éteres, fenoles y una cetona. Los
componentes mayoritarios son timol, carvacrol, B-mirceno, a-terpineno, y-terpineno y p-
cimeno (Figura 4). Timol es el componente principal que representa del 40 al 60% del total de
los compuestos voldtiles, mientras que del 5 al 25% corresponde a carvacrol (Lawrence, 1984;

Uribe-Herndndez et al., 1992). Otros autores mencionan que estos compuestos se encuentran
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en concentraciones entre 20-40%, (Yousif et al., 2000) y que timol, carvacrol, p-cimeno, 1,8-

cineol y y-terpineno contribuyen con un 63 a 69% (w/w) del aceite (Silva y Dunford, 2005).

?%?

carvacrol
y-terpinenc p-mirceno 1-8-cineole

Figura 2. Estructura quimica de los componentes mayoritarios del aceite esencial de Lippia
graveoleens H.B.K.

5.7 Actividad biologica de los componentes de orégano

5.7.1 Capacidad Antioxidante

El efecto antioxidante de las plantas aromadticas se debe a la presencia de grupos
hidroxilo en los compuestos fendlicos. Entre las diferentes variedades de orégano se han

encontrado altos niveles de antioxidantes (>140 mmol/100 g) (Dragland et al., 2003). El



potencial antioxidante de los extractos de orégano ha sido determinado por su capacidad
para inhibir la peroxidacién lipidica, protegiendo al ADN del dafo por radicales hidroxilo,
con los métodos de atrapamiento de peréxido de hidrégeno, atrapamiento de HOCI y por la
prueba de la rancidez. En todas estas pruebas, los extractos de orégano han mostrado ser
efectivos, en algunos casos a niveles superiores a los exhibidos por el propil galato, BHT y
BHA (Martinez-Tomé et al., 2001). Sin embargo, sus aplicaciones industriales son limitadas
debido al aroma y sabor que pueden conferir a los alimentos donde se aplicarian, por lo que
se requiere de investigacion en procesos de deodorizacion (Moure et al., 2001). La actividad
antioxidante depende del tipo y polaridad del solvente extractante; por ejemplo, los
antioxidantes obtenidos con agentes lipofilicos son mas efectivos en emulsiones. El aceite
esencial de O. vulgare tiene actividad anti-radical y esta propiedad se le atribuye a los
monofenoles carvacrol y timol (Deighton et al., 1993). Varios investigadores confirman el
potencial antioxidante de extractos y aceites esenciales de diferentes variedades de orégano
(O. vulgare, O. compactum, O. majorana) (Baricevik et al., 2005; Madsen et al., 1996;

Calucci et al., 2003).

En laboratorio se evalué el potencial antioxidante del aceite esencial de orégano
mexicano (Lippia graveolens Kunth) obtenido de hojas secadas a la sombra y al sol. La
mejor actividad antioxidante, con el método del B-caroteno, se obtuvo en el aceite que
proviene de las hojas de orégano secadas a la sombra, mayor que el BHT (Lecona — Uribe et

al., 2003)
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Martinez et al.,, 2008 examinaron la capacidad antioxidante y propiedades
antimutagenicas de extractos metanolicos de tres diferentes poblaciones de Lippia
graveolens de México. Todos los extractos mostraron capacidad de atrapar radicales DPPH
de manera dependiente del nivel de concentracién; los valores de la CLsy se
correlacionaron con el contenido fendlico. Ninguno de los extractos fue téxico para las
cepas de Salmonella typhimurium TA98 TA100; Ademds, los extractos en una
concentracion equivalente a 200 pg de acido gélico inhibieron la mutagenidad en 39 y 30%
inducida con 4-nitro-O-fenilenildiama y sodio, respectivamente. Los resultados sugieren
que el orégano mexicano es un ingrediente polar bioactivo para usarse en la industria

alimentaria.

Botsogou et al., (2003) investigar6n los efectos del aceite esencial de Origanum
Vulgare hirtum en la alimentacion de pavos durante 12 semanas y suplementacion de
acetato de tocoferol en la estabilidad oxidativa de la carne almacenada y congelada a largo
plazo. Se evalud la oxidacion de los lipidos en pechuga y muslo después de 1, 3, 6 y 9
meses de almacenamiento congelado a -20°C. Los resultados mostraron que el aceite de
orégano aumentd la estabilidad oxidativa de la carne de pechuga y muslo durante el
almacenamiento. El aceite de orégano en la dieta en el nivel de 200 mg kg'1 fue
significativamente mads eficaz para retrasar la oxidacién de los lipidos en comparacién con

Acetato de tocoferol.
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5.7.2 Capacidad antimicrobiana del orégano

Existen multiples estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de
diferentes tipos de orégano. Se ha encontrado que los aceites esenciales de las especies del
género Origanum presentan actividad contra bacterias Gram negativas como Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica y
Enterobacter cloacae; y las Gram positivas como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis (Aligiannis et a.1, 2001; Elgayyar et
al., 2001). Tienen ademds capacidad antifungicida contra Céndida albicans, C.tropicalis,
Torulopsis glabrata, Aspergillus Niger, Geotrichum y Rhodotorula; pero no contra

Pseudomonas aeruginosa (Sivropoulou, et al., 1996).

Se ha evaluado la actividad antimicrobiana de los componentes aislados, asi como el
del aceite esencial. Los fenoles carvacrol y timol poseen los niveles mds altos de actividad
contra microorganismos Gram negativos, excepto para P. aeruginosa, siendo el timol mas
activo (Elgayyar et al., 2001; Sivropoulou, et al., 1996). Los valores de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) para los aceites esenciales se han establecido entre 0.28-1.27
mg/mLpara bacterias, y de 0.65-1.27 mg/L para hongos (Aligiannis et a.l, 2001).
El caso de E.coli O157:H7 existe una relacion concentracion/efecto a 625 mL/L con
actividad bactericida después de 1 minuto de exposicion al aceite, mientras que después de
5 minutos se requirierén 156 y 312 mL/L. Dicha accién antimicrobiana posiblemente se

debe al efecto sobre los fosfolipidos de la capa externa de la membrana celular bacteriana,
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provocando cambios en la composicion de los dcidos grasos. Se ha informado que las
células que crecen en concentraciones subletales de carvacrol, sintetizan dos fosfolipidos
adicionales y omiten uno de los fosfolipidos originales (Burt and Reinders 2003; Ultee et

al., 2000).

El extracto etandlico de una linea clonal de orégano inhibié la accién de Listeria
monocytogenes en caldo y otros productos de carne (Saeberg et al., 20031). También se ha
encontrado que el aceite esencial de orégano es muy activo en la inhibicion de E. coli
O157:H7 (Sagdic et al., 2002). Otros microorganismos como Acinetobacter baumanii,
Aeromonas veronii biogroup sobria, Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp, enterica
serotype typhimurium, Serratia marcescens and Staphylococcus aureus, se han logrado
inhibir gracias a la presencia de extractos de orégano (2% v/v) (Hammer et al., 1999). Estos

estudios tienen importantes implicaciones para la industria alimentaria.

5.7.3 Capacidad antimicrobiana del género Lippia

La cantidad de estudios efectuados para evaluar la capacidad antimicrobiana de las
especies del género Lippia son menores a los realizados a las especies del género

Origanum. A pesar de esto, el aceite esencial y algunos extractos de esta especie han sido
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reconocidos como importantes agentes inhibidores de hongos y bacterias. Por ejemplo, el
aceite esencial de Lippia chevalieri, L. multiflora y L. graveolens impiden el desarrollo de
bacterias Gram-negativas (Bassole et al.,, 2003; Salgueiro et al.,, 2003). Otras
investigaciones confirman que el extracto hexdnico de Lippia graveolens H.B.K. presenta
efectos antibacteriales contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas causantes de
enfermedades gastrointestinales (Herndndez et al., 2003) y que el extracto etandlico de L.
origanoides inhibe el desarrollo micelial de Rhizoctonia solani y Bipolaris maydis, dos
hongos que atacan el maiz. Con una concentracion de 1.5% se produce una inhibicién total
y al 0.5%, el grado de inhibicién es de 70 y 84% para R. solani y B. maydis
respectivamente (Rodriguez y Sanabria, 2005). Por otra parte, Portillo-Ruiz et al., (2005)
demostraron la actividad antifungica L. berlandieri Schauer contra hongos contaminantes
de alimentos, y Paredes et al., (2007) contra diferentes especies de Vibrio. También, se ha
reportado su actividad antibacterial contra E. coli, S. aureus y B. cereus (Avila-Sosa et al.,
2010). Cabe mencionar que el aceite esencial de L. graveolens H.B.K. presenta una alta
actividad antifungica (IC 50= 10-90 png mL") contra A niger, F. moniliforme, F.
sporotrichum, Trichophyton mentagrophytes y Rhyzoctonia solani (Herndndez et al., 2008)
asi como contra S. aureus, S. epidermidis, Sarcina lutea, B. subtillis, Shigella boydii,
Salmonella typhi, Yersinia enterocolitica, Enterobacter agglomerans, Enterobacter
aerogenes E. coli y cuatro cepas de Vibrio cholerae aisladas de agua y muestras clinicas

(MIC y MBC de 7-125 y 15-258 pg ml-1) (Hernéndez et al., 2009).

En estudios recientes con Lippia graveolens, se estudi6 la composicion quimica y la

actividad antimicrobiana del aceite esencial (AE) de Lippia palmeri S. Wats, colectada en

53



dos localidades del Estado de Sonora, México. La actividad antimicrobiana de los AE
contra cuatro bacterias Gram-positivas y seis bacterias Gram-negativas vari con respecto
al origen de la planta. Sin embargo, ambos AE mostraron mayor actividad contra
Escherichia coli O157:H7 y Staphylococcus aureus. Este es el primer reporte de la
caracterizacion aceite del aceite esencial de L. palmeri, y estos resultados apoyan el

concepto de que pueden ser utilizados para preservarse alimentos. (Ortega et al., 2011).

5.7.3.1 Capacidad antimicrobiana de timol y carvacrol

Con los compuestos fendlicos timol y carvacrol se evalu6 el efecto bactericida de
carvacrol en Bacillus cereus trasmitida por patdgenos a los alimentos demostrando
inhibicidén de crecimiento en concentraciones de 0,75 mmol L L (Ben Arfa, et al., 2006)
evaluaron la atividad antimicrobial de carvacrol, eugenol y mentol en bacterias
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus, Lactobacillus
plantarum, Bacillus subtilis, levadura Saccharomyces cerevisiae y el hongo Botrytis
cinerea. El resultado mostré al carvacrol como el mas efectivo compuesto hidrofébico. Kim
et al., 1995 investigaron el efecto de carvacrol citral y carvacrol contra Salmonella
typhimurium carvacrol demostr6 mayor potencia con CMI a 250 mg/mL, por lo que es
recomendable su aplicacion como agente antibacteriano en los sistemas de alimentacion.
(Xu et al., 2008) investigaron los mecanismos antibacterianos de timol y carvacrol ante
Escherichia coli los resultados de la curva de letalidad demostraron que carvacrol y timol

a 200 mgL" inhibieronel crecimirnto, el efecto antibacteriano se atribuy6 a su capacidad
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para permeabilizar y despolarizar la membrana citoplasmaética, en estudios mas recientes
(Martinez- Velazquez et al., 2011) evaluaron el efecto acaricida del aceite esencial de
Lippia graveolens el resultado mostré una letalidad de 90- 100% la composicion quimica
del aceite incluyé como componentes principales a timol 24.59 % y carvacrol 24.54 %.
Azirak and Rencuzogularllari (2008) investigaron el efecto genotoxico de timol y carvacrol
en la medula 6sea de ratas en diferentes concentraciones e indujeron anomalias
cromosoémicas y reduccion del indice mitético. Melo et al., 2010 investigaron el efecto de
carvacrol como ansiolitico administrado via oral en ratones en dosis de 12.5, 25 y 50
mg/kg y encontrar6n efectos positivos sin que el resultado afectara la actividad motora.
Los mismos autores Melo et al., 2011 evaluaron el efecto de carvacrol como antidepresivo

y encontraron resultados similares.
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6 METODOS

6.1 Material vegetal.

6.1.1 Identificacion del material vegetal

Un ejemplar de la planta fue depositado e identificada en el herbario del
departamento de botdnica de la division de agronomia de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro en Saltillo, Coahuila, México y esta fue caracterizada como Lippia
graveolens Humboldt. Bonplanndt. Kunth. para ello se asigné el nimero de control 87457,
el origen de la planta fue el invernadero localizado en el Campus de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, en el municipio de Saltillo, Coahuila, comprendido en
las coordenadas geogréficas 25° 277 latitud norte, 101° 02" longitud oeste y a una altitud de

1610 msnm.

6.1.2 Preparacion y manejo del material experimental

Una vez que alcanzaron una altura de 30 cm, se trasplantaron en macetas plasticas

con capacidad de 16 L, usando como sustrato una mezcla comercial BERGER peat moss

(80% turba, 10% de Perlita y 10% de vermiculita). Una vez trasplantadas, las plantas



alcanzaron un estado de tallos lafiosos se podaron a 30 cm de altura, se aplic6 a todo el
material solucién nutritiva comercial para luego 10 d después iniciar con los tratamientos
experimentales. Las plantas se regaron indistintamente cada 3d hasta concluida la fase

experimental de campo.

6.1.3 Preparacion y aplicacion de las soluciones

Para la elaboracion de las soluciones estresantes, se empleé NaCl, (PM 58.4 g/mol);
CuSOy4 7TH,0 (PM 285.7168 g/mol); y Fe SO4 7TH,0O (PM 278.0157 g/mol) grado reactivo,
estas se prepararon ajustado las cantidades a mM. El agua que se utilizd para regar de
sistema de riego natural con un pH de 7.65 y una C.E. de 715 microS/cm. Las soluciones

estresantes se aplicaron semanalmente segtn correspondid a cada tratamiento.

La solucién nutritiva usada tiene el nombre comercial de Fertiplus tuvo los
siguientes porcentajes de elementos nutritivos; N = 7.28, K,0, = 14.07, Fe = 0.006, Zn =
0.002, S= 1.31, Mo = TRAZA, P,0, = 8.21, Mg = 0.086; Cu = 0.001, Mn = 0.075, B =
0.002, Ca = 0.19. Para la elaboracion de las soluciones se empledé NaCl, (PM58.4g/mol;
CuSO4 7H,O (PM 285.7168 g/mol; y FeSO,4.7H,O (PM 278.0157 g/mol; esta solucion se
aplic6 en razén de 4ml/L agua natural/ planta/ semana en el tratamiento que correspondio a

solucion nutritiva comercial.
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6.1.4 Distribucion de tratamientos

Se seleccionaron 88 plantas, se distribuyerén en forma balanceada en base a un
disefio completamente al azar con arreglo bifactorial con anidamiento de niveles de
concentracion en elementos estresantes, con el fin de evaluar cuatro condiciones o
ambientes denominadas como factor B e identificadas como: BO= ambiente optimo, Bl=
ambiente natural, B2= ambiente con inducciéon de estrés moderado y B3= induccién de
estrés intermedio, anidadas en tres elementos inductores de estrés, identificadas como factor
A (Al = NaCl, A2 = Cu* y A3 = Fez+), la concentracion evaluadas en los ambientes
estresantes en niveles moderado e intermedio ubicadas en B2 y B3, se formularon en
unidades mM de: (50.0 y 100.0 de NaCl), ( 3.0 y 6.0 de Cu 2+) y (2.5 y 5.0 de Fe 2+)
respectivamente, las condiciones medio ambiente optimo y natural identificadas con BO y
B1 fueron: ( solucién nutritiva comercial fertiplus y agua natural) respectivamente, los

cuales se mantuvieron fijos en cada elemento del factor A

Las soluciones se aplicaron segtin correspondia a cada tratamiento, cada semana. Las
soluciones de Cu **, Fe ** se aplicaron con una bomba de aspersién manual apunto de
goteo. NaCl y solucién nutritiva fueron directamente administradas al sustrato con una
regadera tipo jardin en un volumen de 1.5 L/planta. Se aplicé riego en todos los tratamientos

cada 3 d a capacidad de campo.



6.1.5 Variables a evaluar

6.1.5.1 Biomasa

Se tomaron ocho plantas de cada tratamiento, a las cuales se les separaron las hojas,
los brotes, los tallos y las raices y se pesaron inmediatamente para obtener el peso fresco,
para lo cual se utiliz6 una balanza analitica digital OHAUS modelo TS120, posteriormente
este material vegetal se secé con aire caliente a 65°C durante 24 h para obtener el peso seco
mediante el uso de una estufa MAPSA modelo HDP334. Para 4rea foliar y numero de hojas
se usaron tres plantas por tratamiento, se defoliaron y se contabilizaron sus hojas, se utilizé

un medidor de area foliar portétil, marca LI-cor. Modelo LI-3000A.

6.1.5.2 Aceite esencial

El contenido fue determinado en las 3 plantas utilizadas para érea foliar, el material
fue triturado con un Molino THOMSOM modelo 3383-L10. Posteriormente se procedio a la
extraccion de aceite esencial por la técnica de destilacion por arrastre de vapor (AOAC,

1990).

6.1.5.3 Timol y carvacrol

La identificacion de los componentes se llevo a cabo por andlisis de cromatografia de
gases - Espectrometria de masas (GC/MS) en un HP 6890 acoplado a un HP 5972 MSD
(con rango de masa m/z 50-550) y un Agilent DB-5MS de columna capilar de (30 m x

0,25mm) con un espesor de 0,25 p de pelicula. El gas acarreador usado fue helio. El
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programa de temperatura inicial fue 60°C. min, la temperatura final fue de 280°. Con un

gradiente de 9 °C/min.

Los indices de retencion (IR) para la identificacion de los compuestos fue determinada
sobre las bases de homdlogos n- alcanos hidrocarbonados bajo las mismas condiciones, el
reactivo fenchone fue usado como estindar a una concentraciéon de 0.01 mg/mL de
diclometano, la composicién fue obtenida por el drea normalizada y la respuesta para cada
factor fue considerado como 1, los compuestos fueron identificados por comparacién de
(IR) y espectro de masas de acuerdo con los datos publicados por Adams (1995) y
McLafferty (1989). Con las dreas de cada muestro se obtuvo la concentracion en ppm de

timol y carvacrol mediante la siguiente féormula:

Y =2.9693x — 2.6052

’=0.9168

X=Y +2.6052 /2.9693

En donde:

Y = drea o superficie obtenida en el cromatograma

X= concentracion en ppm de timol y carvacrol



6.1.5.4 Determinacién de prolina

Esta se realiz6 en follaje y raiz en base al andlisis propuesto por Bates et al., 1973.
0.5 g de hoja o raiz se maceraron en 10 mL en una solucién acuosa de é&cido
sulfosalicilico al 3% peso/volumen y posteriormente se sonicé por S min y se filtré la
soluciéon en un embudo de filtracién rdpida utilizando papel Whatman No. 2. Una
alicuota (2 mL) se coloc6 en un tubo de ensaye al que se le agregaron 2 mL de 4cido
ninhidrinico y 2 mL de 4cido acético glacial para después colocar el tubo a una
temperatura de 100°C durante 1 h. Finalmente la reaccién se terminé en un bafio de
hielo. Se agregaron 4 mL de tolueno y el contenido del tubo se mezcld vigorosamente
durante 20 s. Posteriormente se aspird la parte de tolueno con una pipeta, se estabiliz6 a
temperatura ambiente y se determiné la absorbancia (A = 520 nm) en un
espectrofotometro SEQUOIA-TURNER-690. Se usé tolueno como blanco para calibrar
el aparato. La concentracion de prolina se determiné a partir de una curva de calibracién

y se calcul6 en base a peso fresco de la siguiente manera:

ppm de prolina de la curva

g de material, peso fresco X (volumen de aforacién) = ppm de prolina



6.1.5.5 Analisis de clorofila

Para el andlisis de clorofila se colectaron hojas de cada tratamiento las cuales fueron
maceradas en mortero de acuerdo a la metodologia propuesta por (Menéndez et al., 2009).
Las hojas colectadas se picaron finamente para después colocarlas en un vaso de
precipitado de 50 ml, se agregd acetona al 85% hasta cubrir la muestra para después taparla
con papel aluminio y se dejé reposar en el refrigerador por 24 h. Posteriormente se
colocar6n en un mortero, se trituraron y se colocaron en un matraz de aforacion de 100 ml
filtrandose mediante un filtro de gasa. En seguida el material se trituro en cuatro porciones,
se lavaron con acetona al 85%. En seguidas se filtraron a través de la gasa y el filtrado se
aforo en un matraz de 100 ml con acetona. La porcion aforada de se colocé en una celdilla
de un espectrofotometro (CE-5502 andlisis DoubleBeam UV) y se tomo la lectura
absorbancia en % a una longuitud de onda de 642.5 y 660 mm, utilizando como blanco
acetona al 85%. Los cdlculos del contenido de clorofila se hicieron en base a la formula

siguiente

Clorofila total = (7.12% % Abs ¢e0)+ (16.8* % AbS 6425 mm) /10*P

Donde:

% Abs = % de absorbancia

Subindeces (643.5nm y 660 nm) = Longitud de onda en namometros

P = Peso de la muestra

*Multiplicado por



6.1.5.6. Fisiologia fotosintética

Se llevo a cabo en dos ocasiones durante la temporada de crecimiento con
equipo de LI6400 LICOR, INC., se eligieron tres plantas al azar de cada tratamiento y
en un dia soleado sin nubosidad se midi6 la asimilacién de CO, en las hojas mas
jovenes de una rama orientada hacia el oriente, en dos ocasiones por planta ente las

10:00 y las 12:00 h para la toma de lecturas.

6.1.5.7 Obtencion de impresiones para el estudio estomatico

Se eligieron tres plantas al azar por tratamiento con 2 repeticiones de cada uno,
teniendo en total 48 muestras. En cada planta se tomaron impresiones foliares en el haz
de la hoja totalmente expandida con orientacién hacia el oriente utilizando cemento
PVC comun transparente. El cemento en forma liquida se aplicé sobre la superficie
foliar y se dejo secar. La muestra se extrajo con un trozo de cinta adhesiva transparente,
la cual se adhiere posteriormente sobre un portaobjetos de vidrio y se realizé la
observacion al microscopio  (Laboratorio de Citogenética, Departamento de
Fitomejoramiento de la UAAAN). En cada impresién foliar se realizaron conteos de
estomas en 3 campos en el microscopio con un aumento de 40 X. Para calcular la
densidad estomaética, después de hacer el conteo de estomas en 3 campos, se utiliza una

formula que consiste en dividir el promedio del nimero de estomas observados entre
3



el drea del portaobjeto del microscopio (0.049 mm) obteniéndose de esta forma la

densidad estomaética para cada tratamiento.

6.1.5.8 Analisis estadistico

A los datos obtenidos se les realizé andlisis de varianza en base a un modelo
bifactorial anidados de ambientes (factor B) en elemento estresantes (factor A), por
medio del paquete estadistico SAS 9.2 (SAS Institute, 2009). Las diferencias estadisticas
de medias de los factores por DMS (P < 0.05), empleando el paquete estadistico de
FAUANL. Ver 1,4 Olivares (1989). Ademads se realizaron andlisis correlaciones entre

las variables evaluadas para lo cual se utilizo el paquete STATISTICA 6.0.



7. RESULTADOS

7.1 Produccion de Biomasa

Los ambientes inducidos con elementos expusieron diferencias significativas en peso

fresco y ndmero de hojas (Tabla II).

TABLA II

Produccion de biomasa en diferentes ambientes inducidos con elementos estresantes en
Lippia graveolens H.B.K.

Elementos Ambientes Soluciones Peso fresco Peso seco

factor (A) factor (B) inductoras g/planta g/planta No hojas

NacCl BO Sol nutritiva 15 .12° 74. 2° 1727°
B1 Agua natural 15 . 5° 72. 7° 153 °
B2 50.0 mM 125. 7° 4.50° 1070 *
B3 100.0 mM 110. 7° 5.25° 9 °

Cu + BO Sol nutritiva 15 .12° 74. 2° 1727°
B1 Agua natural 15 . 5% 72. 7° 153 °
B2 3.0 mM 171° 3. 7° 1537°
B3 6.0 mM 13 5° 12° 175 °

Fe + BO Sol nutritiva 15 .12° 74. 2° 1727°
B1 Agua natural 15 . 5° 72. 7° 153 °
B2 2.5 mM 139. 0° 35° 1334°
B3 5.0 mM 12 .12° 3.25° 1594 °

Diferentes letras indican diferencias estadisticas (DMS p<0.05)
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Las condiciones de estrés inducidas con los tres elementos en la condicion ambiental

de estrés B3 redujeron en forma general la produccion de biomasa.

La solucién salina de 100.0 mM de NaCl en la condicién ambiental B3 afect6
negativamente el peso en fresco al producir el valor mas bajo con 110.9 g/planta, lo que
signific6 una reduccién de alrededor de 20 y 30 g/planta comparativamente con los
ambientes sin induccion de estrés BO y B1. Las condiciones de salinidad con 50.0 y 100.0
mM afectd negativamente el numero de hojas, al producir 38.1 y 42.8% menos hojas
respectivamente con relacion al ambiente bajo solucién nutritiva (BO), y una reduccion de
31 y 33% hojas comparativamente con el ambiente de agua natural (B1). La produccién del

peso en seco no tuvo diferencias estadisticas.

Los resultados de los elementos del factor A dentro de las condiciones inducidas
estresantes del factor B mostré diferencias estadisticas y se presentan en la Tabla III. El
peso fresco y nimero de hojas por efecto de la induccién del elemento Cu”* en el ambiente
B2 produjo la mayor cantidad de biomasa con 171.0 g y 1756 hojas por planta lo que
representa un incremento de 26 y 43 % mas peso y hojas respectivamente con relacién a

NacCl.

Los valores del factor A exhibieron diferencias significativas, el estrés inducido con
Cu”"y Fe®* produjeron mds peso fresco y hojas por planta que el promedio obtenido en

condiciones de salinidad. (Figura 3 A 'y B).



TABLA III

Produccién de peso en fresco y numero de hojas por efecto de induccién de elementos en
ambientes estresantes en Lippia graveolens H.B.K.

Ambientes factor (B)

Elemento
factor(A) Sol nutri Agua B2 B3
Peso fresco
g/planta
NaCl 15 .1° 15 9 ° 1259°  1109°
cu® 15 .1° 15 .9° 171.0*° 13 5°
Fe?' 15 .1° 15 .9° 139. ° 12 12°%a
Peso seco g/planta
NaCl 74. 2° 72. 7° 4.50° 5 .25°
cu® 74. 2° 72. 7° 3.7° 12°
Fe”* 74. 2° 72. 7° 3.25° 35°
No de hojas
NaCl 1730° 1537 ° 1070 ° 9 °
cu® 1731° 153 ° 153 ° 175 °
Fe* 1732° 1539 ° 1334° 154 °

Diferentes letras indican diferencias estadisticas (DMS p<0.05)

B2 = NaCl 50.0, Cu”* 3.0, Fe*" 2.0 mM; B3 = NaCl 100.0, Cu’" 6.0, Fe 5.0

Los valores promedio de los ambientes del factor B, expusieron diferencias
significativas, en peso fresco y numero de hojas en las condiciones Optimas y normales

superaron a las plantas bajo condiciones estresantes B2 y B3. (Figura 4 A y B).



10 -

140 -
120 +
100 -
0_
0 -
40 -
20 -
0_

g/planta

NaCl

Cu +

Fe +

M PF g/planta

137.93

15 .12
a

145.75

PS g/planta

7.0 3

742

9.9,

B 100 -+
100 -
1400 -
1200 -
1000 -

00 -

00 -
400 -
200 -

0 -

No de hojas

NaCl

Cu +

Fe +

No de hojas

1330 |,

139,

154

Elementos inductores de estrés

Diferentes letras indican diferencias estadisticas (DMS pS0.0S)

Figura 3 Produccién promedio de peso fresco y seco (A) y nimero de hojas (B)

con elementos inducidos en Lippia graveolens H.B.K.
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Figura 4. Produccion promedio de peso fresco y seco (A) y nimero de hojas (B)

en ambientes estresantes inducidos en Lippia graveolens H.B.K.

7.2 Produccion de Aceite esencial

El andlisis estadistico de la produccién de aceite esencial fue estadisticamente

significativo, el efecto generador de estrés del factor B con los tres elementos iindujeron
s " . . . . 2 2

mds produccién de aceite esencial que los ambientes sin estrés. El elemento Fe” en

concentracion de 2.5 y 5.0 mM, produjeron mayor cantidad de aceite con 1.23 y 1.26 %
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respectivamente superando por mas del doble a la produccién obtenida en condiciones sin

estrés. Los resultados se presentan en la tabla I'V.

TABLA IV

Produccién de aceite esencial en diferentes ambientes inducidos con elementos estresantes
en Lippia graveolens H.B.K.

Elementos factor (A)

Ambientes factor (B)

Soluciones inductoras

() Aceite esencial

NaCl BO Sol nut. 0.52°
B1 Agua 0.50°
B2 50.0 mM 0.77°
B3 100.0 mM 0.7°
Cu’ BO Sol nut. 0.52°
B1 Agua 0.50°
B2 3.0 mM 0.79°
B3 0mMm 0.2°
Fe* BO Sol nut. 0.52°
B1 Agua 0.50°
B2 2.5mM 1.20°
B3 5.0 mM 1.2 °

Diferentes letras indican diferencias estadisticas (DMS p<0.05)

El efecto de los elementos anidados en los ambientes B fueron diferentes
estadisticamente en las condiciones inducidas de estrés (Tabla V), en el ambiente B2 el
elemento Fe** superé en alrededor de un 36% a los elementos NaCl y Cu®*, igualmente en

.. 2 .
las condiciones de B3 Fe”" fue superior.

70



TABLA V

Produccién de aceite esencial por efecto de induccion de estrés con elementos en ambientes

en Lippia graveolens H.B.K.

Ambientes factor (B)

Agua natural B2 B3
Elementos factor (A) Sol nutritiva
NaCl 0.517° 0.5033° 0.770 ° 0.672°¢
cu** 0.517 ° 0.5033° 0.793 " 0.816°
Fe®* 0.517° 0.5033° 1.233° 1.267 °

Diferentes letras indican diferencias estadisticas (DMS p<0.05)

B2 = NaCl 50.0, Cu** 3.0, Fe>* 2.0 mM; B3 = NaCl 100.0, Cu’* 6.0, Fe 5.0

En los valores de los elementos del factor A se encontraron diferencias. Las plantas
desarrolladas en el elemento Fe** acumularon 43 y 34 % més aceite que las plantas de los

elementos de NaCl y Cu®* respectivamente (Figura 5A).

Las condiciones inducidas de estrés en intensidad moderadas (B2) e intermedio (B3)
produjeron en promedio 80 y 84 % mas que en los ambientes sin estrés (B0O) sol nutritiva y

(B1) agua respectivamente (Figura 5 B).
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Figura 5. Porcentaje promedio de aceite esencial por efecto de elementos estresantes (A) y
ambientes de induccion (B) en Lippia graveolens H.B.K.
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7.3 Produccion de Timol y carvacrol

El efecto de la combinacién de elemento, ambiente y soluciones inductoras tuvieron

diferencias, para timol se encontré que el ambiente con solo agua (B1) obtuvo la mayor

cantidad 46.0% en los elementos de NaCl y Fe™*, pero no en Cu?* donde la solucién

inductora de 3.0 mM obtuvo 63.05%.

TABLA VI

Produccion de timol y carvacrol en diferentes ambientes con elementos inductores de estrés
en Lippia graveolens H.B.K.

Elementos Ambientes

Soluciones inductoras

factor (A) factor (B) Timol (%) Carvacrol (%)

NaCl BO Sol nutritiva 5.43° 9.57°
Bl Agua natural 46.05 ® 0.58 °

B2 50.0 mM 2522° 0.25°

B3 100.0 mM 22.95° 0.23°

Cu>+ B0 Sol nutritiva 5.43° 9.57°
Bi Agua natural 46.05° 0.58 °

B2 3.0 mM 63.05 ° 0.51°

B3 6.0 mM 31.34 € 0.89°

Fe2  Bo Sol nutritiva 543 ° 9.57°
Bl Agua natural 46.05 ® 0.58 ¢

B2 2.5mM 2.7 ¢ 21.44°

B3 5.0 mM 25.14° 3.95°¢

Diferentes en indican diferencias estadisticas (DMS p§005)
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En carvacrol el mayor valor se observé en el elemento Fe** en concentracién de 2.5

mM en el ambiente estresante B2 con 21.44% los resultados se presentan en el tabla VI.

El efecto de los elementos de los factores A en diferentes ambientes inductores de
estrés B1 y B2, influyeron sobre el contenido de estos quimiotipos. Los elementos Cu”y
Fe?* mostrarén los mayores valores para timol y carvacrol respectivamente. también los
valores logrados en la solucién nutritiva en el ambiente B1 cuyos valores permanecieron

fijos furon elevsdos. Los resultados se presentan en la tabla VII.

TABLA VII

Produccién de timol y carvacrol por efecto de elementos inductores en ambientes de estrés

en Lippia graveolens H.B.K.

Ambientes factor (B)

Elementos factor (A) Sol nutri Agua B2 B3
Timol () NaCl 5.43° 4 04° 25.22° 22.95°
cu® 5.43° 4 .04° 3.05° 313 °
Fe’ 5.43° 4 .04° 2.70°¢ 25.14°
a a b b
Carvacrol ( ) NaCl 9.57 0.57 0.25 0.23
cu* 9.57°2 0572 0.51° 0. 9"
Fe?" 9.57° 0.57° 21.43° 3.92°

Diferentes letras indican diferencias estadisticas (DMS pSOOS )

B2 = NaCl 50.0, Cu”* 3.0, Fe’* 2.0 mM; B3 = NaCl 100.0, Cu’ 6.0, Fe 5.0
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Los valores obtenidos del factor A, el elemento Cu** fue superior estadisticamente a
los valores de NaCl y Fe™, mientras que el contenido de carvacrol, Fe** fue

estadisticamente superior. Los valores se presentan en la figura 6 A.
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B2 = NaCl 50.0, Cu”* 3.0, Fe*" 2.0 mM; B3 = NaCl 100.0, Cu’* 6.0, Fe 5.0

Figura 6. Acumulacién promedio de timol y carvacrol por efecto de induccién con

elementos (A) y ambiente estresante (B) en Lippia graveolens H.B.K.
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En efecto del factor B, el ambiente con suministro de agua (B1) registr6 el mayor
contenido de timol (46.47%), superando estadisticamente a los otros tres ambientes bajo
estudio, mientras que el valor mas alto de carvacrol, se obtuvo en la condiciéon del ambiente

de solucién nutritiva (BO) con un promedio de 9.57%. Figura 6 B.
7.4 Acumulacion de Prolina

Los valores de ambientes anidados en los elemento de prolina en follaje y raiz fue
estadisticamente significativos. Las plantas bajo suministro de solucién nutritiva
acumularon mas prolina en el follaje que las plantas bajo estrés, a excepciéon de ambiente

B2 con la induccién de Cu** en 3.0 Mm generando 242.00 ppm de prolina.

En la raiz fue mas frecuente encontrar valores altos de prolina, el elemento Cu® y
NaCl en la condicion B2 cumulé una cantidad de 213.6 y 176.66 ppm respectivamente,
pero prevalecio un valor de prolina 192 ppm por efecto de la solucién nutritiva. El mayor
valor de prolina se logré con la induccion de 5.0 mM del elemento Fe®* con un valor de 471
ppm superando a todos las condiciones ambientales de elementos bajo estudio. Los

resultados se presentan la tabla VIII.



TABLA VIII

Prolina acumulada por efecto de diferentes condiciones ambientales con elementos

inductores de estrés en Lippia graveolens H.B.K.

Elementos Ambientes ) .
Soluciones inductoras

factor (A) factor (B) Prolina follaje Pollina raiz
NaCl  Bo Sol nutrtitiva 100.00 ° 46.66 "
Bl Agua natural 276.33 ° 192.00
B2 50.0 mM 33.66 € 176.66 °
B3 100.0 mM 60.00b ° 12.66
Cu+ B Sol nutritiva 100.00 ° 46.66
B1 Agua natural 276.33 ° 192.00 °
B2 3.0 mM 242,00 ° 213.66 °
B3 6.0 mM 21.00° 89.33 2
Fe? BO Sol nutritiva 100.00 ° 46.66 °
Bl Agua natural 276.33 ° 192.00° a
B2 2.5 mM 43.00 27.00 €
B3 5.0 mM 89.33 ° 471.00 2

Diferentes letras indican diferencias significativas (DMS p<0.05)

Las cantidades acumuladas en prolina por efecto de los elementos en el follaje fueron
mayores en los elemento Cu”*y Fe ** en las condiciones B2 y B3 respectivamente, y en
raiz ocurrié la misma situacion salvo que el elemento NaCl fue estadisticamente similar a
Cu ?** en el mismo ambiente B2. Los resultados se presentan en la tabla IX.
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TABLA IX

Prolina acumulada por efecto de diferentes elementos inductores de estrés en ambientes en
Lippia graveolens H.B.K.

Ambientes factor (B)

Elementos factor

Sol nut. Agua natural B2 B3
(A)
Follaje
NaCl 100.00 * 27 33° 33, ° 0.00°
Cu®* 100.00 * 27 33° 242.00 * 21.00 °
Fe?* 100.00 * 27 33° 43.00 ° 9.33°
Raiz
NaCl 4. ° 192.00 ° 17 . @ 12. °©
Cu®* 4. ° 192.00 ° 213. ° 9.33 °
Fe?* 4. ° 192.00 ° 27.00 ° 471.00 °

Diferentes letras indican diferencias significativas (DMS p<0.05)

B2 = NaCl 50.0, Cu”** 3.0, Fe*" 2.0 mM; B3 = NaCl 100.0, Cu’" 6.0, Fe 5.0

Los valores promedio del factor A tanto en follaje como en raiz presentaron
diferencias estadisticas. El elemento estresante Fe** acumulé 159.8 ppm superando
estadisticamente a Cu®** y NaCl, en raiz también el elemento estresante Fe** acumulé la

mayor cantidad con 184.16 ppm superando a los otros dos elementos. Fig. 7 A.
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Diferentes letras indican diferencias significativas (DMS p<0.05)

B2 = NaCl 50.0, Cu** 3.0, Fe*" 2.0 mM; B3 = NaCl 100.0, Cu’* 6.0, Fe 5.0

estresantes (B) en Lippia graveolens H.B.K.
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Figura 7. pProlina acumulada en promedio por efecto de elementos (A) y ambientes

La prolina en los ambientes del factor B en follaje y en raiz las plantas con suminitro

agua la acumulacién de prolina fue mayor con 192y 276 ppm respectivamente. Figura 7 B.




7.5 Sintesis de clorofila

Los valores

de clorofila de los ambientes anidados dentro de elementos estresantes

expusieron diferencias estadisticas. El tratamiento sin estrés manejado a base de solucién

nutritiva acumulo un mayor margen de 0.40 a 0.73 mg/g de peso de la hoja a los

ambientes de induccién de esteres con elementos salinos y idnicos.

TABLA X

que los

Clorofila total acumulada por efecto de diferentes condiciones ambientales con elementos

inductores de estrés en Lippia graveolens H.B.K.

Elementos Ambientes
Concentracién de soluciones
factor (A)  factor (B) Clorofila mg/g de hoja en fresco
NaCl BO Sol nutritiva 1.40 @
B1 Agua natural 0.67 °
B2 50.0 mM 0.94 °
B3 100.0 mM 095 °
Cuz+ B0 Sol nutritiva 14 2
Bl Agua natural 0.67 ¢
B2 3.0 mM 095 °
B3 6.0 mM 1.0 2P
Fe? BO Sol nutritiva 14 °
B1 Agua natural 0.67 °
B2 2.5 mM 0.90 °
B3 5.0 mM 087 °

Diferentes letras en indican diferencias significativas (DMS P> 0.05)
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Diferentes letras en indican diferencias significativas (DMS P> 0.05)
B2 = NaCl 50.0, Cu’* 3.0, Fe’* 2.0 mM; B3 = NaCl 100.0, Cu® 6.0, Fe 5.0
Figura 8. Sintesis de clorofila por efecto de elementos estresantes en diferentes intensidades de
estrés en Lippia graveolens H.B.K.
La sintesis de clorofila no mostr6 diferencias entre los elementos del factor A pero si
entre ambientes de intensidad de estrés del factor B. El tratamiento con suministro de
nutrientes fue estadisticamente superior a las plantas bajo estrés en aproximadamente

35%. Las plantas con suministro con agua produjeron menos clorofila. Los resultados se

presentan en la tabla XI.



TABLA XI

Sintesis de clorofila promedio por efecto de elementos y ambientes estresantes en Lippia

graveolens H.B.K.

Elementos factor (A) Clorofila mg/g de hoja en fresco
NaCl 1.00 °
Cu2+ 1.020°
Fe2+ 0.975°

Ambientes factor (B)

Sol nutritiva (B0O) 1.4 0°
Agua natural (B1) 0.70°¢
Estrés moderado (B2) 0.931°
Estrés Intermedio (B3) 0.940°

Diferentes letras indican diferencias significativas (DMS P> 0.05)

B2 = NaCl 50.0, Cu** 3.0, Fe*" 2.0 mM; B3 = NaCl 100.0, Cu’" 6.0, Fe 5.0

7.6 Densidad Estomatica y Absorcion de CO,

Los resultados del efecto de las condiciones del factor B anidadas en los elementos
estresantes del factor A, exponen valores contrastantes entre apertura estomatica y
asimilacién de CO, observandose que el mayor ndmero de estomas se presentd en los

ambientes sin estrés que corresponden a B0 solucién nutritiva y B1 agua natural, pero en la



asimilacién de CO;, los valores mas altos se obtuvieron en las condiciones estresantes. Los

resultados se presentan en la tabla XII.

TABLA XII

Numero de estomas y asimilacion de CO, por efecto induccion de estrés con ambientes de

elementos estresantes en Lippia graveolens H.B.K.

Asimilacién CO,

Elementos Ambientes Soluciones inductoras

factor (A)  factor (B) No. estomas umol CO; ns !

NaCl BO Sol nutritiva 81° 2420
Bl Agua natural 83° 15°
B2 50.0 mM 62°° 37°
B3 100.0 mM 57° 35°

Cuz+ BO Sol nutritiva 8la 24 ab
B1 Agua natural 83 a 15b
B2 3.0 mM 53b 29 a

B3 6.0 mM 52b 3la

Fe2? BO Sol nutritiva 81° 2420
Bl Agua natural 83° 15°
B2 2.5 mM 61° 35°

B3 5.0 mM 752 24°°

Diferentes letras en indican diferencias significativas (DMS P> 0.05)



El nimero de estomas en los elementos dentro de ambientes B2 y B3 no observaron
diferencias estadisticas, a excepcion de la condicién inducida con 5.0 mM de Fe?* (B3) en
la cual mantuvo 26 % mayor apertura que Cu’ y NaCl. Los resultados se presentan en la

tabla XIII.

TABLA XIII

Numero de estomas y asimilaciéon de CO; por efecto induccién de estrés de elementos en

ambientes estresantes en Lippia graveolens H.B.K.

Sol nut. (BO) Agua (B1) B2 B3
No de estomas
NaCl 1° 3° 22 s57°
Cu?* 2° 4° 532  52°
Fe?* 3° 5° 0 75°

Asimilacion de CO2

NaCl 24 ° 14. ° 31. * 37.2°
cu** 25° 14, *® 2 5% 31.3°
Fe* 2 @ 14. ° 35° 24.1°

Diferentes letras en indican diferencias significativas (DMS P> 0.05)

B2 = NaCl 50.0, Cu”* 3.0, Fe*" 2.0 mM; B3 = NaCl 100.0, Cu’" 6.0, Fe 5.0



Las variables apertura estomdtica y absorcion de CO, no muestran diferencias
estadisticas entre elementos del factor A pero si entre ambientes del factor B. El nimero
de estomas en las plantas bajo ambientes de estrés moderados (B2) e itermedio (B3) fue
28% menos que las plantas sin induccion de estrés. Los resultados se presentan en la fig. 9
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B2 = NaCl 50.0, Cu®* 3.0, Fe** 2.0 mM; B3 = NaCl 100.0, Cu”* 6.0, Fe 5.0
Diferentes letras indican diferencias significativas (DMS P> 0.05)
Figura 9. Promedio de nimero de estomas y asimilaciéon de CO, por efecto de elementos

estresantes (A) y ambientes de induccién (B) en Lippia graveolens H.B.K.

7.7 Analisis de correlaciones entre variables evaluadas

En la relacién entre ambientes inductores de estrés y las variables de biomasa de peso
fresco, seco y nimero de hojas se observan coeficientes de correlacion negativos en con

valores de r=-0.93,-0.88 y - 0.79 respectivamente, figura 10 A y B.
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Figura 10. Relacién entre ambientes inducidos y variables de peso fresco y seco (A) y

nimero de hojas (B) en Lippia graveolens H.B.K.

La produccion de aceite esencial se vio influencia positivamente por el efecto de

los ambientes evaluados al mostrar un coeficiente de r =0.88 Figura 11A
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Figura 11. Relacién entre ambientes inducidos y variables de aceite esencial (A), nimero

de estomas y asimilacién de CO, (B) en Lippia graveolens H.B.K.



La relaciéon entre numero de estomas y ambientes evaluados mostraron un valor
negativo de r = - 0.85, contrastante con la relacién entre condiciones ambientales y

asimilacién de CO, con un valor positivo de r=0.58 figura 11B

La relacion de aceite esencial con la asimilacion de CO, fue positiva al presentar un
coeficiente de correlaciéon de r = 0.89 y negativa con el nimero de estomas con un valor

de r=-1.00 figura 12
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Figura 12. Relacién entre variables de aceite esencial con asimilacién de CO , (A) y
nimero de estomas y (B) en Lippia graveolens H.B.K.
La relacién entre timol y carvacrol también resulté negativa (r = - 0.86) de igual manera

CO; y nimero de estomas manifestaron efectos contrastantes con un coeficiente r = - 091

(Figura 13)
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Figura 13. Relacién entre variables de timol y carvacrol con CO, (A) y nimero de estomas

y (B) en Lippia graveolens H.B.K.



Adicionalmente, el andlisis detecté una relacidn positiva entre ndmero de estomas y
las variables peso fresco, drea foliar y nimero de hojas con coeficientes de correlacién

positivos de r = 0.85. 0.83 y 0.75 respectivamente.
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8. DISCUSION

La induccién de estrés en los ambientes salinos con NaCl afecté negativamente la
produccién de biomasa en variables de peso fresco y nimero de hojas, sin embargo, las
demds variables no mostraron efectos significativos entre los ambientes evaluados,
resultados similares reportaron Psarras et al., (2008), Da Silva et al., (2008) e indicaron
como causa, al alto potencial osmético invertodo por las plantas por efecto de estrés en
condiciones de salinidad en rangos de 35 a 100.0 mM de NaCl. El efecto inhibitorio en el
crecimiento vegetativo ha sido reportado en Origanum vulgare por Said-Al Ahl and
Hussein, (2010) que reportan reduccién en crecimiento vegetativo por efecto NaCl. Los
resultados obtenidos por efecto de la aplicacion de ambientes estresantes a base de Fe* y
Cu®* no tuvieron efectos negativos significativos en la produccion de biomasa. Estos
resultaron diferentes a los reportados por Xing et al., (2010) donde sefialan, reduccion en
brotes, raiz y hojas por efecto de exceso Cu™ y Fe**en la especie Spirodela polyrrhiza (L.)
Khurana et al.,(2006); Martins and Mourato, (2006) que encontraron reduccioén de biomasa
por exceso de cobre en concentraciones de 0.015 hasta 0.35 mM y de 0.15 a 200 pmol en
plantulas de Licopersycum esculetum y Brassica napus respectivamente sin embargo,
Kirbag and Kirbag, (2007), sefialan que los niveles de cobre por encima de los
requerimientos de las plantulas no surtieron efectos negativos en pldntulas girasol
(Helianthus annuus L.) contrario a este reporte, Panou-Filotheou et al., (2001) que
encontraron en Origanum vulgare, reduccion en altura de planta, raiz y superficie laminar

por efecto de exceso de cobre.
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La produccion de aceite esencial fue superior en las plantas bajo ambientes
estresantes en intensidad moderada e intermedia, esto coincide con Singh-Sangwan et al.,
(1994) al reportar que cantidad de aceite esencial se mantiene o aumenta por efecto de
estrés como respuestas metabdlicas de las plantas. La relacién encontrada entre las
condiciones de estrés y el aumento en contenido de aceite en las plantas, podria ser
atribuida a la disminucién de la biosintesis de metabolitos primarios por efectos del estrés y
en consecuencia causar un aumento en la produccién de metabolitos secundarios (Naghdi -
Badi et al., 2004). Con relacion a la mayor produccion de aceite esencial en los ambientes
bajo induccién de estrés con los elementos Cu™ y Fe** coincide con Said and Mhamoud,
(2010) al encontrar mayor acumulacion de aceite esencial con aplicacion foliar de hierro en
Ocimum basilicum, en este mismo sentido Azis et al., (2010) reportaron que con aplicaciéon
foliar de hierro y zinc se logré un incremento significativos de aceite en Cymbopogon
citratus L. El exceso de cobre y fierro causa estrés oxidativo y en consecuencia una
respuesta antioxidante debido al incremento de radicales libre, esto incluye mayor actividad
de enzimas antioxidantes (De Vos and Schat, 1992). El efecto de estrés salino inducido en
moderada intensidad caus6 un incremento significativo de aceite en comparacion con las
condiciones sin induccién de estrés. En Ocimum basilicum L. se han reportado cantidades
altas de aceite esencial en plantas desarrolladas bajo condiciones de salinidad moderada
(Said-Al Ahl and Mahomoud, 2010; Azis et al., 2008; El-Hendaway et al., 2005), sin
embargo, otros reportes Said-Al Ahl and Mahomoud, (2010) reportan un descenso en la

sintesis de aceite por efecto de salinidad en Origanum vulgare L. También, Khorasaninejad
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et al., (2010) evaluaron la induccién de estrés salino, Mentha piperita L reportaron bajas

producciones de aceite por efecto de salinidad.

Los resultados mostraron que los constituyentes del aceite esencial, el quimiotipos
timol fue dominante sobre el carvacrol, observandose que dentro del mismo ambiente de
manejo y con la misma concentracion mostré cantidades contrastantes, similar a lo
reportado por Arcila et al., (2004) quien sefialé que un incremento en el porcentaje de timol
provoca un decremento de carvacrol y viceversa. Aun cuando los valores mas altos de timol
y carvacol se observaron en las condiciones de ambiente con induccién de estrés moderado

en Cu®* y Fe**

respectivamente, sin embargo, los valores promedio de los ambientes
evaluados sin induccion de estrés, fueron significativamente mayores, tal como lo report6
Gurudatt et al., (2010) al sefialar que la expresion de genes en diferentes estados de
desarrollo es influenciada por el medio ambiente. Lo observado en los resultados en el

ambiente salino, coincide con lo reportado por Said-Al Ahl and Mahomoud, (2010) al

sefialar un decremento de estos metabolitos por efecto de salinidad en Origanum vulgare L.

La prolina en follaje y raiz se acumulé en mayor medida por efecto de estrés con
Fe**, en cambio en los promedios del factor B, los mayores valores de prolina se
observaron en las condicién del ambiente con solo agua, lo que revela que Lippia
graveolens puede comportarse como una planta hiperacumuladora de prolina tal como lo
reporta Kavi- Kishor et al., (2005). En la raiz de las plantas, en ambientes estresantes la

prolina acumulo cantidades significativamente mayores, observandose, que las plantas
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expuestas a estas condiciones, exhibieron un desarrollo normal y una produccién de

metabolitos notable

La variable fisioldgica clorofila total, fue mayor en las condiciones de ambiente con
suministro de solucién nutritiva. El nimero de estomas expuso menos apertura en las
plantas bajo condiciones estresantes de iones y salinidad cobre y hierro en cambio, la
asimilaciéon de CO, fue mayor en las condiciones de ambientes estresantes

comparativamente con las plantas sin induccion de estrés

Los resultados obtenidos en apertura estomética corresponden a los reportados por;
Yildirim et al., (2008); Amhed et al., (2009); Psarras, et al., (2008). En cambio estos
resultados de asimilaciéon de CO, no coinciden con los reportados en investigaciones

realizadas con diversas especies vegetales (Levit, 1980; Kluge, et al., 1996; Ben -Amhed et

al., 2009; Psarras, et al., 2008; Niya|Li, ¢t al., 2008) ya que obtuvieron reducidos valores

de fotosintesis por una baja eficiencia de absorcién por las plantas bajo estrés en cualquiera
de sus modalidades. Sin embargo, la explicacién a este fendmeno ya que segin lo reportan
algunos investigadores, es una respuesta probable de adaptacion de las plantas al estrés, al
seflalar que la acumulacién de solutos compatibles (sacarosa, prolina, y glicinbetaina)
contribuye a disminuir el potencial osmético en la hoja bajo la tensién de NaCl, permitiendo
a las plantas recuperar o mantener la elasticidad positiva en la célula de modo que puedan
crecer bajo la tension de sal (Heuer, 2005). La respuesta principal es la de reducir la
apertura de estomas con el fin de reducir pérdida de agua por transpiracién maximizando la

absorcion de CO, esto establece una ralacién constante entre la transpiracion y la
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fotosintesis (Golombek et al., 1993) Ante las condiciones adversas esto causa una
adaptacién que incluye cambios en la acumulacion de biomasa, cambios anatémicos
especificos y modificaciones fisiol6gicas mas complejas ademds, la aclimatacién no nada
mds es considerada como una respuesta intermedia sino que implica el ajuste osmético,
cambios en la elasticidad de la pared celular y cambios morfolégicos. Esto significa que la
planta como mecanismo de adaptacion al estrés oxidativo probablemente causa una
reduccién de la apertura estomdtica, acumulacion de solutos compatibles (la sacarosa,
prolina, y glicinebetaina) con propdsitos de disminuir el potencial osmético, un incremento
de la demanda de CO, conjugado con un aumento de la actividad enzimatica antioxidante,
da como resultado una propagacion de productos derivados del metabolismo intermedio
como aceite esencial y sus principales componentes timol y carvacrol. Las plantas halofitas
pueden crecer bajo condiciones de salinidad debido a su gran capacidad de mantener una

alta concentracion de sal dentro de sus células (Flowers et al., 1977)
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9. CONCLUSIONES

.. . ., .. . 2 .
Las condiciones de induccién por salinidad con NaCl y iones Cobre (") y hierro
(Fe™") modificaron la produccién de biomasa, biosintesis de aceites esenciales, carvacrol y

timol asi como la fisiologia de las plantas de (Lippia graveolens. H.B.K).

Las plantas bajo ambientes estresantes con NaCl produjer6n entre 20 y 30
g/planta menos peso fresco y entre 36 y 43% menos hojas, que las plantas sin induccion
de estrés, el efecto de los elementos dentro de los ambientes estresantes, Cu’" fue el mejor
tratamiento logrando un peso en fresco de 30 y 40 g de planta y ente 200 y 780 hojas mas

2 .. .. . . . ,
que Fe " y NaCl, pero similares rendimientos a los obtenidos en los ambientes sin estrés.

La biosintesis de aceite esencial fue mayor en las plantas bajo ambientes de estrés en
. . . . . . L . 2
intensidad moderada e intermedia comparativamente con las plantas sin estrés. El ion Fe™"
en las dos concentraciones aumento la biosintesis de aceite esencial en mds de un 100%

comparativamente con las condiciones sin estrés.

El contenido de timol fue dominante sobre carvacrol en una relacién de 5:1, el
mayor porcentaje de timol se obtuvo bajo condiciones de estrés con ion Cu®* en el ambiente
de estrés moderado con 63%. La cantidad de carvacrol fue de 25%, en condiciones de
estrés con ion Fe**. El tratamiento de agua natural también produjo un alto contenido de

timol con 46 %



La prolina fue fluctuante en el follaje y en la raiz, se acumulé indistintamente en los
ambientes con y sin estrés, pero en la raiz fue mas frecuente en los ambientes estresantes.
Fe?* acumul6 la més alta cantidad en el ambiente de mayor induccién de estrés con 471
ppm. Las plantas bajo ambiente de agua natural también acumularon cantidades

significativas de prolina.

En las variables fisioldgicas, la sintesis de clorofila total decrecié 52 y 33% bajo las
condiciones de agua natural y condiciones de induccién de estrés moderado en intermedio

con relacion a las planta bajo solucidn nutritiva.

El ndmero de estomas se redujo significativamente en promedio de 26.5% en los

ambientes estresantes comparativamente con los tratamientos sin estrés.

La asimilacion de CO; fue mayor en 34% en los ambientes bajo estrés con relacion

a las plantas sin induccién de estrés.

Los coeficientes de correlacion entre los ambientes inductores de estrés vy las
variables de biomasa y nimero de estomas expusieron valores negativos, en cambio, la
produccion de aceite esencial expuso una estrecha relacion positiva con los ambientes

estresantes inducidos.

El efecto inductor del estrés con intensidad moderada e intermedio con sales NaCl y

. 2 2
iones Cu™" y Fe “*

causé cambios fisiolégicos y metabolicos de las plantas de L.
graveolens lo que promovié una mayor biosintesis de aceite esencial, timol y carvacrol,

esto sin causar dafios irreversibles en el desarrollo normal de las plantas.
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prolina en Lippia gaveolens H.B.K.

F. J.Valdés Oyervidesl, CRivas Moralesz, A Benavides Mendoza', MA Nufiez Gonzélezz, J Verde Starz,A
Oranday Cardenas” y V Robledo Torres’
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Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Cd Universitaria, San Nicolas de los Garza N.L. México. CP. 66450.

Titulo corté: Productividad deLippia. graveolens H.B.K.en ambientes de estrés inducidos con salinidad
y iones

emaillollerval12 @hotmail.com

Resumen.Bajo invernadero fueron investigados cuatro condiciones de manejo para evaluar los efectos de
induccion de estréssobre produccién de biomasa, aceite esencial, timol, carvacrol y acumulacién de prolinaen
Lippiagraveolens H.B.K. En un disefio bifactorial con anidamiento de soluciones en los elementos
estresantes, salino (NaCl) y iénico (Cu ) y (Fe *) como(factor A)., en cada uno de ellos se evaluaroncuatro
condiciones o ambientes (Factor B):Solucién nutritiva comercial (B0O); Agua (B1); en dos concentraciones
ointensidadesinductorascon los elementos propuestos de estrésmoderada (B2) e intermedia (B3),Los
resultados de producciénde peso fresco, y nimero de hojas fue mas baja en(NaCl) de igual manera en
ambientes de induccién de estrés en ambas intensidades,sin embargo, en el promedio de los cuatro ambientes
no se observaron diferencias significativas. La cantidad de aceite esencial fue significativamente mayor en el
ambiente de estrés con y Fe’ y Cu’’en ambas concentraciones.Los porcentajes promedio de timol y
carvacrolfueron superioresen los elementos (Cu2+) y (Fe“) en los ambientes de induccidén de estrésen
intensidad moderada se observaron los valores mas altos para timol y carvacrol. La acumulacién de prolina, se
observo en mayor cantidad en la raiz que en el follaje, las condiciones estresantes de los elementos en ambas
intensidades expusieron valores superiores, sin embargo los ambientes de no estrés también acumularon altas
cantidades. Se mostr6 una correlacién positiva (r =0.997) entre la produccién de aceite esencial y prolina
acumulada. El estrés inducido con salinidad y iones (Cu*h y (Fe*"), derivé en mayor acumulacién de
metabolitos secundarios

Palabras clave: Orégano, sales, metales, timol, carvacrol, prolina

Abstract. In greenhouse were investigated four dynamic conditions to evaluate the effects of induction of
stress on production of biomass, essential oil, Thymol, carvacrol and proline accumulation in
Lippiagraveolens H.B.K. Bifactorial design with concentrations in the stress elements(factor A) saline (NaCl)
and ion ( Cu2+) and (Fez+), each of them assessed four conditions or environment(factor B): commercial
nutritive solution (B0); Water (B1); in two intensities moderate (B2) and intermediate (B3) stress induction,
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with the proposed elements. The results of average production of fresh weight, and number of leaves were
more low (NaCl) in the same way in terms of induction of stress in both intensities, however, on the average of
the four environments here were no significant differences. The amount of essential oil was significantly
higher in stress environments with and Fe®* and Cu®*in the induction of both intensities. The average
percentages of Thymol and carvacrol were higher in the elements (Cu’+). (Fe’+) respectively comparatively
with NaCl, in the same way, the values were observed in environments of induction of stress at moderate
intensity more highThymol and carvacrol. The accumulation of proline, see more at the root in the foliage, the
stress conditions of elements in both intensities presented higher values, however the environments of not
stress also accumulated high amounts. It showed a positive correlation (r = 0.997) between the production of
essential oil and accumulated proline. The stress induced with salinity and ions (Cu2) and (Fe2), has led to
greater accumulation of secondary metabolites

Keywords: oregano, salt, metals, thymol, carvacrol, proline.

INTRODUCCION

La composicién y la cantidad de metabolitos secundarios de las plantas dependen en gran medida de factores
ambientales. Cuando son sometidas a condiciones adversas, se genera un efecto que desarrollauna respuesta
en procesos fisioldgicos, bioquimicos y metabdlicos (Benavides et al., 2001); ello indica la posibilidad de
manipular su concentracién o cantidad relativa a través de técnicas de manejo agronémico. La induccién
controlada de estrés a travésde compuestos sefializadores o prooxidantes es una conocida herramienta cada vez
masutilizada para explorar las respuestas fisioldgicas y metabdlicas adaptativas de la planta (Kessmannet a.l,
1994). Por ello se considera factible su aplicacidn con el propdsito de promover y/o incrementar biosintesis de
metabolitos secundarios (Gantet y Memelink. (2002)

Se sabe que la aplicacién controlada de algin tipo de estrés ambiental que origina estrés oxidativo celular, o
bien la aplicacién de un compuesto prooxidante como H,O,, el 4cido salicilico o los metalespesados, causan
cambios en el metabolismo redox de las plantas los cuales dan lugar, a través de una cascada de sefales, a la
modificacién de expresiongenéticay alaobtencién de fenotipos con una diferente composicién quimica
(Benavides et al., 2002). En particular en el caso de iones libres de metales el factor inductor de la respuesta es
la acumulacién de radicales libres derivados de reacciones Fenton Stohs y Bagchi (1995). Este mecanismo de
toxicidad de los metales en forma iénica fue descrito para el cobre (Mangel y Kirkby(2001) y para el hierro
(Xinget al., 2010). En el caso de estrés inducido por la salinidad el fendmeno oxidativo estd bien entendido en
el caso de la primera fase de accion del estrés por sales, y se manifiesta a través de acumulacién de osmolitos
en hojas y raices (Ahmed et al., 2009) asi como el control de la apertura estomdtica (Chartzoulakiet al., 2009),
por medio de la acumulacién de prolina en hojas y raices (Munn(2008).

El orégano mexicano (LippiagraveolensH.B.K.) tiene un amplio potencial de aprovechamiento en el campo
alimenticio y farmacéutico. La composiciéon quimica del aceite esencial delorégano es de gran importancia
por su actividad biolégica, ya que tiene compuestos fendlicos de efectividad antimicrobiana, como el timol y
el carvacrol que contra efectos contra las bacterias Gram negativa (Arzila- Lozano., et al2004). Por otro
ladoestudios preliminares sobre actividad bioldgica sugirieron que los aceites esenciales del orégano poseen
potencial anticancerigeno Sivropoulou (1996). Existen reportes sobre la variabilidad en el contenido de timol
y carvacrol por efecto del medio ambiente, (Russo et al., 1998;Gurudatt et al., 2010)). Por lo tanto. El objetivo
de este trabajo fue evaluar en Lippiagraveolenslos efectos de soluciones salinas con NaCl y soluciones i6nicas
con cobre y hierro, sobre el crecimiento de la planta y la produccion de aceites esenciales asi como sobre el
contenido de timol y carvacrol y sobre la produccién de prolina
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MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevé a cabo bajo condiciones de invernadero en las instalaciones de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro en Saltillo, Coahuila, Méx. Cuando las plantas LippiagraveolensH.B.K.
alcanzaron una altura de 30 cm, se trasplantaron en macetas pldsticas con capacidadde 16 L, usando como
sustrato una mezcla comercial BERGER peatmoss (80% turba, 10% de Perlita y 10% de vermiculita), para el
riego se utilizé agua de sistema de riego natural con un pH de 7.65 y una C.E. de 715 microS/cm. La
temperatura promedio que prevalecié en el invernadero fue de 26°C y humedad relativa entre 60 a 70 %.
Cuando las plantas alcanzaron tres meses de edad se podaron a una altura de 30cm. Posteriormente se
seleccionaron 88 plantas, se distribuyeron en forma balanceadaen base a un disefio completamente al azar con
arreglo bifactorial con anidamiento de niveles de concentracién en elementos estresantes, con el fin de evaluar
cuatro condiciones o ambientes en el factor B identificadas como: BO=ambiente optimo, B1= ambiente
naturale, B2= ambiente con induccién de estrés moderado y B3= induccién de estrés intermedio) anidadas en
tres elementos inductores de estrés,identificadas como factor A (Al= NaCl, A2=Cu2+y A3=Fe*), la
concentraciénevaluadas en los ambientes estresantes en niveles moderado e intermedio ubicadas en B2 y B3,
se formularon en unidades mMde: (50.0 y 100.0 de NaCl), ( 3.0 y 6.0 de Cu 2+) y (2.5y 5.0 de Fe 2+)
respectivamente, las condiciones medio ambiente optimo y natural identificadas con BO y B1 fueron: (
solucioén nutritiva comercial fertiplus y agua natural) respectivamente, los cuales se mantuvieron fijos en cada
elementodel factor A

El tratamiento fertiplus tuvo los siguientes porcentajes de elementos nutritivos; N =7.28, K,0, -14.07, Fe=
0,006, Zn= 0,002, S= 1,31, Mo= TRAZA, P,0,= 8.21, Mg=0,086; Cu=0.001, Mn= 0.075, B=0.002, Ca=0.19.
Para la elaboracién de las soluciones estresantes correspondientes se empled NaCl, peso molecular (PM =
58.4g/mol); CuSO, TH,O (PM=285.7168 g/mol); y Fe SO, 7H,0O (PM=278.0157 g/mol) grado reactivo.Las
soluciones se aplicaron segiin correspondia a cada ambiente, cada semana. Las soluciones de Cu *'y Fe *se
aplicaron con una bomba de aspersiéon manual apunto de goteo. La solucién de NaCl y la solucién nutritiva
fueron aplicadas directamente al sustrato con una regadera tipo jardin en un volumen de 1.5 L/planta.

Las variables evaluadas fueron:

Biomasa: para Peso fresco y seco, se tomaron ocho plantas de cada tratamiento, a las cuales se les separaron
las hojas, los brotes, los tallos y las raices y se pesaron inmediatamente para obtener el peso fresco, para lo
cual se utiliz6 una balanza analitica digital OHAUS modelo TS120.Posteriormente este material vegetal se
secd con aire caliente a 65° C durante 48 horas para obtener el peso seco mediante el uso de una estufa
MAPSA modelo HDP334. Para determinar area foliar y nimero de hojas se usaron tres plantas por
tratamiento, las cuales se defoliaron y se contabilizé sus hojasy el area foliar se determino con un medidor de
area foliar portatil, marca LI-cor-. Modelo LI-3000A.

Aceites esenciales. El contenido fue determinado en las 3 plantas utilizadas para area foliar, el material fue
triturado con un Molino THOMSOM modelo 3383-L10. Posteriormente se procedié a la extraccién de aceite
esencial por la técnica de destilacion por arrastre de vapor AOAC(1990).

Timol y carvacrol.La identificacion de los componentes se llevo a cabo por andlisis de cromatografia de gases
- Espectrometria de masas (GC / MS) en un HP 6890 acoplado a un HP 5972 MSD (con rango de masa m/z
50-550) y un Agilent DB-5MS de columna capilar de (30 m x 0,25mm) con un espesor de 0,25 u de pelicula.
El gas acarreador usado fue helio. El programa de temperatura inicial fue 60 ° C. min, la temperatura final
fue de 280°.Con un gradiente de 9 °C/min

Los indices de retencién (IR) para la identificacién de los compuestos fue determinada sobre las bases de
homoélogos n- alcanos hidrocarbonados bajo las mismas condiciones, el reactivo fenchone fue usado como
estdndar a una concentracién de 0.01 mg/mL de diclometano, la composicién fue obtenida por el 4rea
normalizada y la respuesta para cada factor fue considerado como 1, los compuestos fueron identificados por
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comparacién de (IR) y espectro de masas de acuerdo con los datos publicados por Adams (1995) y
McLafferty (1989). Con las dreas de cada muestre se obtuvo la concentracién en ppm de timol y carvacrol
mediante la siguiente férmula:

Y =2,9693x — 2,6052

r’=0,9168

X=Y +2,6052 /2,9693

En donde:Y = area o superficie obtenida en el cromatorama y X= concentracién en ppm de timol y carvacrol

Prolina. Esta se realiz6 en follaje y raiz en base al analisis propuesto por (Bateset al., 1973). Medio gramo de
hoja o raiz se maceraron en 10 mL en una solucién acuosa de dcido sulfosalicilico al 3% peso/volumen y
posteriormente se sonicéd por 5 minutos y se filtrd la solucién en un embudo de filtracién rdpida utilizando
papel Whatman No. 2. Una alicuota (2 mL) se colocé en un tubo de ensaye al que se le agregaron 2 mL de
dcido ninhidrinico y 2 mL de 4cido acético glacial para después colocar el tubo a una temperatura de 100°C
durante una hora. Finalmente la reaccién se completé en un bafio de hielo. Se agregan 4 mL de tolueno y el
contenido del tubo se mezclé vigorosamente durante 20 segundos. Posteriormente se aspird la parte de
tolueno con una pipeta, se estabilizé a temperatura ambiente y se determind la absorbancia (A =520 nm) en
un espectrofotdmetro SEQUOIA-TURNER-690. Se usétolueno como blanco para calibrar el aparato. La
concentracion de prolina se determiné a partir de una curva de calibracién y se calculd en base a peso
fresco de la siguiente manera:

ppm de prolina de la curva

g de material, peso fresco X (volumen de aforacién) = ppm de prolina

Andlisis estadistico. A los datos obtenidos se les realiz6 andlisis de varianza en base a un modelo bifactorial
anidados de ambientes (factor B)en elemento estresantes (factor A), por medio del paquete estadistico SAS
9.2 (SAS Institute, 2009).Lasdiferencias estadisticas de medias de los factores por Tukey (P < 0.05),
empleando el paquete estadistico de FAUANL. Ver 1,4 Olivares (1989) . Ademas se realizaron analisis
correlaciones entre las variables de aceite esencial y contenido de prolina

RESULTADOS

Biomasa. Los resultados obtenidos de peso fresco y numero de hojas mostraron diferencias estadisticas en el
promedio del factor A,el estrésinducido con Cuy Fe produjeron 156.1 y 145.7 g/planta'y 1640 y 1538 hojas
por planta (Tukeyp<0.05 Tabla 1), mientras que el elemento con NaCl produjo 137.9 g/planta y 1331 hojas, el
area foliar y peso en seco no expuso diferencias estadisticas.Losvalores promedio en los ambientes estresantes
del factor B no tuvieron diferencias significativas en el desarrollode ninguna variablevegetativa. Las
condiciones inducidas en los ambientes de estrés moderado (B2) e intermedio (B3) anidados en el factor A,
expuso diferencias significativas, la induccién con 100.0 mM de NaClen la condicién B3 afectonegativamente
el peso en fresco al producir el valor mas bajo con 110.9 g/planta lo que significo una reduccién de alrededor
de 40 g/planta comparativamente con los ambientes sin induccién de estrés en BO y B1, el resultado de
numero de hojas con induccién de estrés con 50.0 y 100.0 mM que corresponden a los ambientes B2 Y B3,
causaron un efecto negativo al producir 38.1 y 42.8% menos hojas respectivamente en relacién con los
ambientes de BO que identifica a la solucién nutritiva.
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Tabla 1. Produccién de biomasa en diferentes ambientes con elementos de induccion de estrés con NaCl,
Cll2+, y Fe 2+

en Orégano Mexicano (Lippiagraveolens H.B.K..)

ibientes (factor B)

Elemento (factor A) BO B1 B2 B3 Prom. factor A
Peso en fresco g/planta
NacCl 15 1Aa 15 9 Aa 125.9 Aab 110.9Ab 1379b
cu* 15 .1Aa 15 9 Aa 171.0 Aa 13 .5Aa 15 1a
Fe** 15 .1 Aa 15 9 Aa 139. Aa 12 .12 Aa 145.7 a
Pom/factor B 15 .1A 15 9A 145. A 125. A
Peso en seco g/planta
NacCl 74. Aa 729Aa 45Aa 5 .3Aa 7.1a
cu® 74. Aa 729Aa 3.3Aa 3Aa 74.2 a
Fe®* 74. Aa 729Aa 3Aa 3.3Aa 993
Pom/factor B 74. A 729 A 72.0A 2.1A

. 2
rea foliar cm

NaCl 3 0Aa 2 0Aa 179Aa 15Aa 241.0 a
cu® 31Aa 2 1Aa 277 Aa 29 Aa 299.3a
Fe® 3 2Aa 2 2Aa 252A a 271Aa 2 . a
Pom/factor B 3 1Aa 2 1Aa 23 Aa 245a
No de hojas
NaCl 1720Aa 1537 Aab 1070Bb 9 Bb 1331b
cu® 1730Aa 1537 Aa 153 Aa 175 Aa 1 40a
Fe” 1730Aa 1537 Aa 133423 154 Aa 153 a
Pom/factor B 1730 A 1537 A 1313 A 1431 A
nbientes: BO B1 B2: intensidad moderada B3: intensidad intermedia
ciones evaluados Nutritiva a 1) NaCl 50.0, Cu 3.0, Fe2.5. 1) NaCl,100.0, Cu .0, Fe 5.0mM

Diferentes letras mayusculas entre (factor A) y minusculas entre (factor B) indican diferencias significativas (Tuyey p<0.05)

Aceite esencial. En los resultados de produccién de aceite esencial se encontraron diferencias significativas
entre el los factores A y B.Las plantas desarrolladas en el elemento Fe**acumularon en promedio 43 y 34 %
més aceite que las plantas en loselementos de NaCl y Cu®* respectivamente (Tukey p<0.05 Tabla2). Las
condiciones estresantes en el factor B con ambientes de intensidad moderadas (B2) e intermedio
(B3)produjeron en promedio 80 y 84 % mas que en los ambientes (B0O) sol nutritiva y (B1) agua
respectivamente.
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Elestrés inducido con el elemento Fe’* en concentracién de 2.5y 50 mM en B2 y B3 respectivamente,
obtuvieron la mayor cantidad de aceite con 1.2 y 1.3 % respectivamente superando por mas del doblea la
produccién obtenida en los ambientes sin induccién deestrés, de igual manera pero en menor escala se
obtuvieron incrementos significativamente en las mismas condiciones con las concentraciones con Cu®* de
30y 6.0 mM yen 50.0 mM de NaCl, las induccién con 100.0 mM se mantuvo estadisticamente igual pero
similar a las ambientes sin estrés

Tabla 2.. Porcentaje de aceite esencial en diferentes ambientes con elementos de induccién de estrés con
NaCl, Cu®, y Fe ** en Orégano Mexicano (Lippiagraveolens H.B.K.)

*Ambientes (factor B)

Elemento (factor A) BO B1 B2 B3 Prom. Factor A
NacCl 0.51 7Ab 0.5033Ab 0.770B a 0. 72Cab 0.1 B
cu® 0.51 7Ab 0.5033Ab 0.793Ba 0.1 Ba 0.5 B
Fe?* 0.51 7Ab 0.5033 Ab 1.233 Aa 1.2 7Aa 0. OA
Prom. Factor B 051 7b 0.5033 b 0.9322a 091 a
nbientes: BO B1 B2: intensidad moderada B3: intensidad intermedia
ciones evaluados Nutritiva a 1) NaCl 50.0, Cu 3.0, Fe2.5. 1) NaCl,100.0, Cu .0, Fe 5.0mM

Diferentes letras maydsculas entre (factor A) y mindsculas entre (factor B) indican diferencias significativas (Tuyey p<0.05)

Timol y carvacrol. El analisis estadistico de los resultadosmostrd diferencias significativas (p<0.05) entre los
factores A y B, (Tabla 3), indicando que tanto el factor A como el factor B influyeron sobre el contenido de
estos quimiotipos. Al analizar el efecto inductor del factor A sobre la produccién de timol se encontré que el
elemento Cu** produjo el mayor promedio con 36.48 % superior estadisticamente (p<0.05) al tratamiento con
NaCly Fe**que promediaron 24.91 y 19.83 % respectivamente. Mientras que en el contenido de carvacrol el
tratamiento con Fe**, también fue estadisticamente superior con un promedio de 8.92 %.

Los valores promedio obtenidos por efecto de los ambientes evaluadas el ambiente (B1)con suministro de
agua natural, tuvo el mayor contenido de timol (46.47%), superando estadisticamente a los otros tres
ambientes bajo estudio, mientras que el valor mds alto de carvacrol, se obtuvo en la condicién del ambienteBO
con un promedio de 9.57 %.

Tabla 3. Porcentaje de timol y carvacrol en diferentes ambientes con elementos de induccién de estrés con
NaCl, Cu*, y Fe **

en Orégano Mexicano (Lippiagraveolens H.B.K.)
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Ambientes (factor B)

mento (factor A) BO B1 B2 B3 m.factorA
ol zl 543Ac 4 0O4Aa 25.22Bb 22.95Bb 24.91b
* 5.43Ad 4 04Ab 3.05Aa 313 Ac 3.4 a
i 5.43Ac 4 04Aa 2.70Cc 25.13 7Bb 19. 3¢
m Nivel B 5.433d 4 .047 a 30.32b 2 49c
vacrol 2l 9.57Aa 0.57Ab 0.25Bb 0.23Bb 2. b
* 9.57Aa 0.57Ab 0.51Bb 0. 9Bb 292b
i 9.57Ab 0.57Ab 21.43Aa 3.92Ac 92a
m. Factor( B) 9.570 a 0.577d 7.400 b 3.350¢c
nbientes: BO B1 B2: intensidad moderada B3: intensidad intermedia
ciones evaluados Nutritiva a 1) NaCl 50.0, Cu 3.0, Fe2.5. 1) NaCl,100.0, Cu .0, Fe 5.0mM

Diferentes letras maydsculas entre (factor A) y mindsculas entre (factor B) indican diferencias significativas (Tuyey p<0.05)

La acumulacién de timol y carvacrol, en los ambientes estresantes B2 y B3 anidados dentro de los elementos
expusieron resultados contrastantes, la induccién con salinidad NaCl con 50 y 100 mM y Fe** con 2.5 y 5.0
mM produjeron la mitad o menos que el ambiente B1 sin induccién de estrés, en cambio el valores mas alto se
logro en el ambiente estresante con 3.0 mM de Cu con63.05 %. En la produccion de carvacrol la aplicacién
con 2.5 mM deFe ubicado en B2 produjo el valor mas alto con 21.43%superando estadisticamente a las
condiciones ambientales sin induccién de estrés y a la concentracién intermedia del mismo elemento ubicada
en el ambiente B3.

Prolina

El andlisis prolina muestra diferencias significativas en los factores A y B tanto en follaje como en raiz
(Tabla 4). En follaje la induccién de elementos estresantes se acumulé con 159.8 ppm con la aplicacion del
elemento Fe™*, superando estadisticamente a Cu** y NaCl (Tukeyp<0.05), en raiz también el elemento
estresante Fe”* acumulo la mayor cantidad con 184.16 ppmsuperando a los otros dos elementos. El promedio
de prolina acumulada en el follaje en los ambientes estresantes en intensidad moderado B2 e intermedio B3
fue menor en relacién a lo acumulado en el ambiente B1 que corresponde a la condicién con agua que
acumulo 276 ppm. La acumulacién de prolina en raiz también fue mayor en condicién ambiental Blcon un
valor de 192 ppm, pero, estadisticamente igual al valor promedio obtenido en la condicion estresante B3.

El andlisis comparativo en el follaje delas condiciones estresantes de B2 y B3 en los elementos inductores de
A, el elemento estresante Cu®* en el ambiente (B2) tuvo un efecto significativo pero igual estadisticamente a
solucién nutritiva en el ambiente B1. En la raiz fue mas frecuente encontrar valores superiores de prolina, el
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elemento Cu**en concentracién moderada de 3.0mM y el ambiente salino dentro de la condicién ambiental B2
acumulo una cantidad de 213.6 'y 176.66 ppm respectivamente, en el ambiente B3 el mayor valor de
prolinase relejo con la induccién de 5.0 mMdel elemento Fe con un valor de 471 ppm superando a todos las
condiciones ambientales elementos bajo estudio.

Tabla 4. Cuadro 1. Prolina acumulada en ppm en diferentes ambientes con elementos de induccién de estrés
con NaCl, Cu*, y Fe ** en Orégano Mexicano (Lippiagraveolens H.B.K.)

* Ambientes factor B

smento (factor A) m. factor A
Cl ).OOAD .33 Aa 66 Bb 00 B bc 117.5B
+ ).OOADb .33 Aa .00 Aa 00Bc 127.2B
laje
159.8 A
* ).OOADb .33 Aa 00BD 33Ab
m. factor B )b ya .2 b 6c
z Cl 66 Ab .00 Aa ).66 A a 66 Chb 107.0 B
* 66 Ab .00 Aa .6 Aa 33Bb 13542 B
* 66 Ac .00 Ab 00Bc .00Aa 184.16 A
m.factor B 7c '.0a ).11b Oa
nbientes: BO B1 B2: intensidad moderada B3: intensidad intermedia
ciones evaluados Nutritiva a 1) NaCl 50.0, Cu 3.0, Fe2.5. 1) NaCl,100.0, Cu .0, Fe 5.0mM

Diferentes letras maydsculas entre (factor A) y mindsculas entre (factor B) indican diferencias significativas (Tuyey p<0.05)
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Adicionalmente se detectd una estrecha relacion entre la producciéon de aceite esencial y la cantidad
acumulada de prolina con un coeficiente de correlacién (r =0.997) y (0.975) para prolina en follaje y raiz
respectivamente.

DISCUSION

Biomasa. La induccidén de estrés en los ambientes salinos con NaCl afecto negativamente la produccién de
biomasa en variables de peso fresco y numero de hojas, sin embargo, las demds variables no mostraron
efectos significativos entre los ambientes evaluados, resultados similares reportaron (Psarraset al., 2008; Da
Silva et al., 2008) e indicaron como causa, al alto potencial osmdtico ivertido por las plantas por efecto de
estrés en condiciones de salinidad en rangos de 35 al00.0 mM de NaCl. El efecto inhibitorio en el
crecimiento vegetativo ha sido reportado en OriganumVulgare por Said-Al Ahl y Mahomoud, (2010) que
reporta reduccién en crecimiento vegetativo por efecto NaCl. Los resultados obtenidos por efecto de la
aplicaciéon de ambientes estresantes a base de Fe y Cu no tuvieron efecto negativossignificativo en la
produccion de biomasa. Estos resultaron diferentes a los reportados por (Xinget al.,(2010) donde sefialan,
reduccioén en brotes, raiz y hojaspor efecto de exesoCu”* y Fe** en la especie Spirodelapolyrrhiza (L.) y
(Khuranaet al.,2006; Martins y Mourato, 2006) que encontraron reduccién de biomasa por exceso de cobre en
concentraciones de 0.015 hasta 0 .35 mM y de 0.15 a 200 p mol en pldntulas de Licopersycum esculetum y
Brassica napusrespectivamente sin embargo,Kirbag y Kirbag(2007)sefialan que los niveles de cobre por
encima de los requerimientos de las plantulas no surtieron efectos negativos en plantulas girasol de
(Helianthusannuus L.) contrario a este reporte (Panou-Filotheou et al, 2001) que encontraron en
Origanumvulgare, reduccién en altura de planta, raiz y superficie laminar por efecto de exceso de cobre

Aceite esencial. La produccion de aceite esencial fue superior en las plantas bajo ambientes estresantes en
intensidad moderada e intermedia, esto coincide con (Singh-Sangwanet al., 1994) al reportar que cantidad
de aceite esencial se mantiene o aumenta por efecto de estrés como respuestas metabdlicas de las plantas. La
relacion encontrada entre las condiciones de estrés y el aumento en contenido de aceite en las plantas, podria
ser atribuida a la disminuciéon de la biosintesis de metabolitos primarios por efectos del estrés y en
consecuencia causar un aumento en la produccidon de metabolitos secundarios (Naghdi -Badi et al., 2004).Con
relacién a la mayor produccién de aceite esencial en los ambientes bajo induccién de estrés con los elementos
Cu™* y Fe** coincide conSaid y Mhamoud,, (2010) al encontrar mayor acumulacién de aceite esencial con
aplicacion foliar de hierro en Ocimumbasilicum,en este mismo sentido(Aziset al., 2010) reporté que con
aplicacion foliar de hierro y zinc se logro un incremento significativos de aceite en Cymbopogoncitratus L.El
exceso de cobre y fierro causa estrés oxidativo y en consecuencia una respuesta antioxidante debido al
incremento de radicales libre, esto incluye mayor actividad de enzimas antioxidantesDe Vos y Schat (1992).
El efecto de estrés salino inducido en moderada intensidad causé un incrementosignificativo de aceite en
comparacion con las condiciones sin induccién de estrés.En OcimumbasilicumL se han reportado cantidades
altas de aceite esencial en plantas desarrolladas bajo condiciones de salinidad moderada (Said-Al Ahl y
Mahomoud, 2010;Al- Amier et al , 2008; El-Hendaway et al., 2005), sin embargo, otros reportes Said-Al Ahl
y Mahomoud (2010) reportan un descenso en la sintesis de aceite por efecto de salinidad en Origanumvulgare
L. También, (Khorasaninejad et al., 2010) evaluaron la induccién de estrés salino (Menthapiperital.)
reportaron bajas producciones de aceite por efecto de salinidad
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Timol y carvacrol. Los resultados mostraron que los constituyentes del aceite esencial, el quimiotipos
timol fue dominante sobre el carvacrol, observdndose que dentro del mismo ambiente de manejoy con la
misma concentraciénmostrécantidades contrastantes, similar a lo reportado por (Arcila et al., 2004) quien
sefialo que un incremento en el porcentaje de timol provoca un decremento de carvacrol y viceversa. Aun
cuando los valores mas altos de timol y carvacol se observaron en las condiciones de ambiente con
induccion de estrés moderado en Cu y Fe respectivamente, sin embargo, los valores promedio de los
ambientes evaluados sin induccién de estrés, fueron significativamente mayores, tal como lo
reporto(Gurudattet al., 2010) al sefialar que la expresién de genes en diferentes estados de desarrollo es
influenciada por el medio ambiente. Lo observado en los resultados en el ambiente salino, coincide con
lo reportado por Said-Al Ahl y Mahomoud(2010) al sefialar un decremento de estos metabolitos por efecto
de salinidad en Origanumvulgare L.

Prolina. La prolina en follaje y raiz se acumulé en mayor medida por efecto de estrés con Fe**,en cambio
en los promedios del factor B los mayores valores de prolina se observaron en las condiciéndelambiente
con solo agua lo que revela que Lippiagraveolenspuede comportar como una planta hiperacumuladora
de prolina tal como lo reporta(Kavi- Kishoret al., 2005). En la raiz de las plantas,en ambientes estresantes
la prolinaacumulocantidades significativamente mayores, observiandose, que las plantas expuestas a estas
condiciones, exhibieron un desarrollo vengativo normal y una produccién de metabolitos notablemente
superior a las obtenidas en las condicionessin estrés respectivamente.La razén probable es que la prolina
actia como un osmolito regulador ante el estrés oxidativo, actuando como una fuente de reserva de
carbono y nitrégeno susceptible de ser utilizada como fuente de energia Zhang y Verma (1997), ademas se
menciona que la prolina creada bajo estrés inducido por sales, metales y condiciones de deshidratacién, no
solo es un sefializador en el sistema redox sino también un extintor de eficacia de radicales libres en
especies reactivas a oxigeno (Alia y Pardha (1991), en este mismo sentido (Paleget al., 1984) mencionan,
que la actividad de las enzimas catalasa, peroxidasa y polifenoloxidasa fueron originadas por prolina. La
estrecha relaciéon entre la produccién de aceite esencial y la acumulacion de prolina en los ambientes
evaluados indica un efecto probable del metabolismo intermedio de la planta que promueve la acumulacién
de este osmolitocomo respuesta al estrés oxidativo y en consecuencia la biosintesis de aceite esencial, tal
como lo sefiala (Paleget al.,1984) al reportar que la mayor biosintesis de aceite esencial por estrés
inducido con salinidad y iones metélicos, probablemente derivé en actividad enzimatica antioxidante que
conduce a mayor acumulacién de metabolitos secundarios (Lattanzioet al., 2009)

Los efectos de los ambientes estresantes evaluados indujeron cambios en el metabolismo de las plantas que
derivaron en una mayor biosintesis de aceite esencial y consecuentemente mayor cantidad de timol y carvacrol
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