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Caracterizacion de la semilla, composicion quimica del aceite esencial y

efecto de la fertilizacion nitrogenada en Agastache mexicana ssp. mexicana
1. Introduccién General

Se les conoce como Agastache a un grupo de 22 especies y subespecies de la
familia Lamiaceae, originarias principalmente de México y Estados Unidos; entre las
caracteristicas que las diferencian destacan el color de las inflorescencias (rosa,
morado, blanco y amarillo) y el quimiotipo de su aceite esencial (Zielinska and
Matkowski, 2014).

Algunas especies, principalmente nativas de Estados Unidos y Asia, se cultivan con
multiples propdsitos: como ornamentales por la belleza de sus inflorescencias, como
planta seca para tisanas y para la extraccion de su aceite esencial (Omidbaigi,
Kabudani and Khoorang, 2008) siendo éste ultimo el propdsito de mayor relevancia
economica, ya que los componentes activos presentes en este aceite muestran
efectos farmacéuticos de diversa indole: antidepresivo, espasmolitico,
antiinflamatorio y anticonceptivo (Gonzalez-Ramirez et al., 2012; Hernandez-Abreu
et al., 2013; Verano et al., 2013; Estrada-Reyes et al., 2014; Gonzalez-Trujano et
al., 2015)

Es una subespecie nativa de México conocida comunmente como toronjil morado;
ademas de su importancia farmacéutica, tiene gran relevancia cultural en el pais,
ya que se utiliza desde la época prehispanica en diversos padecimientos (Estrada-
Reyes et al., 2014). Aunque se comercializa ampliamente como planta seca en
México, alrededor del 85% proviene de recolecta de sus poblaciones silvestres, ya
que no se cultiva a escala comercial (Santillan-Ramirez et al., 2008; Juarez-Rosete
et al., 2013). Esta actividad ha contribuido con la disminucion de las poblaciones
naturales, poniendo en peligro la riqueza bioldgica, médica y econdmica de la

especie, provocando que sea declarada especie amenazada (SEMARNAT 1993).

La composicion quimica de la especie se ha estudiado sin separar las
inflorescencias de los tallos con hojas. De su cultivo y su reproduccién la informacion

es escasa o nula.



El presente reporte de tesis esta compuesto de tres capitulos:

I.  Composicion quimica del aceite esencial de A. mexicana ssp. mexicana
silvestre, de la zona montanosa de la Ciudad de México.
II.  Cultivo y rendimiento de A. mexicana ssp. mexicana, en funcion de la
fertilizacion nitrogenada.
lll.  Aportacion de informacién sobre la morfoanatomia, viabilidad y germinacién

de semillas silvestres de Agastache mexicana ssp. mexicana.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Determinar la composicion quimica y rendimiento del aceite esencial de Agastache
mexicana ssp. mexicana, silvestre, su cultivo bajo fertilizacion nitrogenada vy

caracterizacion de su semilla.

2.2 Objetivos particulares

a. Realizar la caracterizacién quimica del aceite esencial de A. mexicana
ssp. mexicana silvestre, procedente de la zona montafiosa de sur de la
Ciudad de México.

b. Establecer bajo condiciones de invernadero, el cultivo de A mexicana
Ssp. mexicana, para determinar el efecto de cuatro dosis de fertilizacion

nitrogenada sobre el rendimiento de la especie.

C. Realizar la caracterizacion morfoanatémica de semillas de A mexicana
Ssp. mexicana; determinar su viabilidad, porcentaje y velocidad de

germinacion.



3 Hipétesis

a) Los metabolitos secundarios presentes en este aceite esencial son en
su mayoria terpenos y fenoles, presentes en especies pertenecientes a la

misma familia botanica.

b) La dosis mas elevada de fertilizacion nitrogenada, tiene efecto positivo
en el rendimiento de flores, tallos y hojas.

c) La caracteristicas morfoanatdomicas de la semilla de A mexicana ssp.
mexicana son similares a las de especies aromaticas de la misma familia y
presentan algun tipo de dormancia, ademas de heterogeneidad en la

velocidad de germinacion.

4. Marco teérico

4.1 Agastache mexicana ssp. mexicana

4.1.1 Descripcion y distribucion

Se les conoce como Agastache mexicana a un grupo de especies y subespecies
que se diferencian por el color de sus inflorescencias y su composicion quimica, lo
que les confiere efectos farmaceuticos y aromas distintos (Estrada-Reyes et al.
2014). Son especies nativas del México que se conocen comunmente como toronijil
blanco, toronjil de casa, toronjil de monte, toronjil morado, toronjil rojo, pinkil o tama;
pertenecen a la familia Lameaceae; es una de las familias botanicas mas diversas
en México, con 500 especies aproximadamente, que son conocidas ampliamente
por sus propiedades aromaticas y sus aceites esenciales (Dominguez-Vazquez and
Castro-Ramirez, 2002).

Se distribuyen en una amplio rango de altitudes en México, que abarcan desde 600
hasta 3900 metros sobre el nivel del mar, por lo que estan presentes en bosques
tropicales caducifolios, subcaducifolios y perennifolios, bosque espinoso, mesofilo

de montafa, de encino, de pino y mixto de encino-pino (BDMTM, 2015); asi como

3



semidomesticadas en los huertos familiares de las comunidades indigenas Otomies
y Mestizos de Temoaya Estado de México (Santillan-Ramirez et al., 2008). Se
distribuye en los estados de Durango, Ciudad de México, Estado de Meéxico,
Hidalgo, Oaxaca, Jalisco, Morelos, Guerrero, Querétaro, Sinaloa y Veracruz
(Arizaga, 2007).

4.1.2 Descripcién botanica

A mexicana ssp. mexicana es una hierba aromatica perenne, con altura de 50 a 150
cm, tallos cuadrangulares, erguidos, con vellosidades. Sus hojas son simples,
opuestas, enteras, en forma de lanza, con punta aguda y bordes aserrados. Sus
flores son rojizas-violetas, con longitud de 2 a 3 cm y dispuestas en espigas
terminales; presentan un aroma agradable anisado; con tricomas glandulares en
tallos, hojas y flores, donde se almacena la mayor proporcién de aceite esencial de
la planta; ademas de una gran cantidad de contenidos esféricos en el mesdfilo de
la hoja que probablemente también contienen aceite esencial (Santillan-Ramirez et
al., 2008).

4.1.3 Usos de A. mexicana ssp.. mexicana

El uso de esta especie es muy comun entre la poblacién, se ha documentado que
se utilizaba desde la época prehispanica como antiespasmodica y para el
tratamiento de enfermedades del corazon (Estrada-Reyes, 2014). Segun la BDMTM
(2015), Martin de la Cruz la reporta como antiséptica, astringente y para las
quemaduras. Tiene un amplio uso para el “susto”, en comunidades indigenas
Otomies en el Estado de México, donde ademas se le utiliza para el dolor de
estdbmago, tos, bilis, “enfriamiento”, vomito y “nervios”; se prepara ya sea molido en
el metate, mezclado con pulque y ajenjo, en té o hervido con agua para bafios a los

enfermos de “susto” (Santillan-Ramirez et al., 2008).

4.1.4 Recoleccion, cultivo y comercio de A mexicana sSsp. mexicana y otras

aromaticas en México



El uso tradicional y la importancia cultural que tienen las especies aromaticas y
medicinales en nuestro pais se reflejan en su amplio comercio, principalmente como
planta seca y fresca, en mercados locales. Diariamente se comercializan 116
toneladas de diversas plantas medicinales y aromaticas; 85% de estas provienen

de recoleccidn silvestre segun senala Juarez-Rosete et al. (2013).

México no produce la mayoria de las plantas aromaticas que comercializa; aunque
posee alrededor de 5000 especies nativas; solo se dedican 8,351 hectareas a su
cultivo, de las cuales el 71 % corresponde a cilantro, seguido de manzanilla y
albahaca con un 10 y 5 % respectivamente, el resto del area cultivada corresponde
a perejil, zacate limén, menta y comino. Estos dos ultimos con el valor comercial
mas alto, 22,000 y 32,685 pesos por tonelada, respectivamente. Sin embargo,
especies nativas de gran importancia como valeriana, tila o toronjil no se cultivan,
sino que se extraen de su habitat (Juarez-Rosete, 2013). La extraccion se ha
practicado desde la antigiedad y ha causado la sobreexplotacion de muchas
especies aromaticas y medicinales (Torres-Martinez et al., 2013), poniendo en
peligro la diversidad biologica del habitat; por otro lado se ha estado perdiendo el
conocimiento ancestral, uso y aplicacién de estos recursos fitoterapeuticos que son
de gran importancia en paises en desarrollo como México, donde el 80% de los
medicamentos lo constituyen las plantas aromaticas y medicinales (Gattuso et al.,
2004).

En el pais, no hay un estudio formal reciente que especifique las especies, los
lugares y el porcentaje de su recoleccion; sin embargo, algunos estudios dan cuenta
de estas practicas; como el realizado en la Mixteca Poblana por Gomez-Calderon,
(2010), donde se destaca que en las comunidades rurales se hacen colectas en el
monte, para domesticar, cultivar, utilizar y comercializar a nivel local algunas plantas

nativas.

La extraccion se ha intensificado como respuesta a la demanda de estas plantas y

sus aceites esenciales en los ultimos afos, ya que su comercio es muy rentable



para los recolectores, por ser especies exoticas que son escasas en el mercado y
que soblo se consiguen en su centro de origen (Juarez-Rosete, 2013).
Adicionalmente, la demanda mundial de aceites esenciales y subproductos de
plantas aromaticas ha llevado a la recoleccion indiscriminada de especies nativas
de sus habitats naturales (70-90%), generando la extincién de alrededor de 75
especies entre los afios 1600 y 1900 y el mismo numero entre 1900 y 1970 en el
mundo, evidenciando que la pérdida se esta acelerando. Si continia la misma
tendencia, se cree que alrededor de 60,000 especies se extinguiran en el mundo en

este siglo (Rao and Sastry, 2006).

A. mexicana ssp. mexicana es ampliamente demandada por la poblacién y se
comercializa en todo el territorio (Gonzalez-Trujano et al., 2015); en su mayoria es
extraida de su habitat silvestre para cubrir la demanda en el mercado. A pesar del
inminente peligro y la pérdida bioldgica, cultural y econémica de este recurso, no se
ha establecido ningun esquema de proteccidon, domesticacion, rescate o cultivo. En
el informe mas reciente de la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT, 2010), la especie ya no se catalogb como amenazada, pero su
recoleccion se sigue practicando. En zonas de alta montaiha como Milpa Alta en la
Ciudad de México, hay mas de 60 recolectores, segun informan familias de
recolectores de plantas medicinales del Volcan Cuauhtzin ubicado en Milpa Alta.

Es necesario y urgente fomentar el cultivo de plantas aromaticas y medicinales que
se estan recolectando, para lograr un mejor aprovechamiento econémico y al mismo
tiempo implementar una mayor proteccidn en sus habitats. Su cultivo requiere de
informacion sobre las condiciones agroclimaticas de su habitat, asi como sobre las
practicas de manejo agrondmico particulares para su cultivo. En el pais son escasas
las investigaciones al respecto, siendo dos de las contribuciones mas importantes
la de Guerrero-Lagunes (2010) con una investigacion para la produccion de aceite
esencial de lavandin y, la de Juarez-Rosete (2010), con una publicacion para la

produccion de aceite esencial de manzanilla, menta y tomillo.



4.2 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas y unicas de diversos compuestos
provenientes del metabolismo secundario de plantas, se extraen de tallos, hojas,
flores, raices o en el caso de los citricos, del epicarpio del fruto a partir de un proceso
de hidrodestilacion o destilacion por arrastre con vapor de agua (Dudareva and
Negre, 2005).

Los componentes de los aceites esenciales son metabolitos secundarios, también
llamados, productos naturales o compuestos volatiles; su nombre se debe a que, a
diferencia de los metabolitos primarios, no tienen una funcidon directa en la
fotosintesis, respiracion, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos, sintesis de
proteinas, carbohidratos ni lipidos y se les ha considerado como productos de
desecho o secundarios (Avalos-Garcia and Pérez-Urrutia, 2009). Los metabolitos
secundarios estan presentes solo en algunas especies llamadas plantas
aromaticas, que se caracterizan por contar con estructuras especializadas donde
almacenan estos metabolitos; las mas importantes llamados tricomas glandulares
estan localizados en hojas, tallos, flores y raices. Son estructuras caracteristicas de
diversas plantas de las familias aromaticas mas importantes (Lamiaceae,
Asteraceae y Geranieacea). En los plastidios de los tricomas se llevan a cabo los
primeros pasos de la biosintesis de metabolitos secundarios; aunque otras
cavidades y conductos secretores presentes en las familias Pinaceae, Myrtaceae,
Asteraceae principalmente, también almacenan aceites esenciales que utilizan

como defensa ante patogenos (Maffei, 2010).

Algunas especies, presentan células secretoras que acumulan aceites esenciales
dentro de sus vacuolas, como vetiver (Chrysopogon zizanioides) en la primera capa
cortical fuera de las raices. Otras células secretoras se encuentran solitarias o en la

epidermis de flores y son las responsables de su aroma (Maffei, 2010).

Los metabolitos secundarios mas importantes en los aceites esenciales son los

terpenoides, ya que son los mas abundantes, constutiyen hasta el 90 % de su



composicion. Metabolitos como los fendlicos también son importantes en plantas

aromaticas (Sell, 2010).

Los terpenos son compuestos insolubles en agua, insaponificables y por lo tanto
volatiles; provienen de la unién de unidades de isopreno (5 atomos de C) y se
clasifican segun el numero de unidades: los terpenoides de 10 C contienen dos
unidades C5 y se llaman monoterpenos; los de 15 C tienen tres unidades de
isopreno y se denominan sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro unidades C5
y son los diterpenos. Los triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40 C y se
habla de politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de isopreno (Avalos-
Garcia y Pérez-Urrutia, 2009).

Los compuestos fendlicos provienen de aminoacidos aromaticos y reciben su
nombre ya que se derivan del fenol, un anillo aromatico con un grupo hidroxilo. Son
un grupo diverso que comprende desde moléculas sencillas hasta polimeros
complejos como los taninos, la lignina y los pigmentos flavonoides que participan en

interaciones ecoldgicas entre plantas e insectos (Avalos y Pérez, 2009).

Aunque estos compuestos han sido utilizados por el hombre en diversas
aplicaciones a través de la historia, fue hasta el siglo pasado que comenzd6 su
estudio. De acuerdo con Bourgaud y colaboradores (2001), en los ultimos 50 afos,
se han intensificado las investigaciones para producir y comprender la sintesis de
aceites esenciales desde diferentes angulos. La creciente demanda de estos
compuestos para industrias tan influyentes como la farmacéutica, cosmética y
alimentaria ha sido en gran parte la motivacion para su estudio (Lubbe & Verpoorte
2011; Tripathi et al., 2009).

4.2 .1 Biosintesis de metabolitos presentes en aceites esenciales

Las rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del metabolismo
primario; a través de la fotosintesis, las plantas convierten el didxido de carbono
(CO2) y agua en glucosa; la ruptura de la glucosa produce fosfoenolpiruvato que al
descarboxilarse produce una unidad de dos carbonos del acetato y esta es

esterificada con coenzima A para dar acetil CoA, que es el punto de partida para la



sintesis de acido mevalénico que es el precursor en la formacion de los terpenos.
El proceso se lleva a cabo en el citosol, en donde tres moléculas de acetil-CoA se
condensan para formar acido mevalonico que reacciona hasta formar isopentenil
difosfato (IPP), o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en
cloroplastos y genera también IPP (Sell, 2010).

El isopentenil difosfato y su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) son los
precursores activados en la biosintesis de terpenos (Figura 1), en reacciones de
condensacion catalizadas por prenil transferasas para dar lugar a pernil bifosfatos
como geranil. difosfato (GPP), precursor de monoterpenos, farnesil difosfato (FPP)
precursor de sesquiterpenos y geranilgeranil difosfato (GGPP) precursor de
diterpenos (Avalos y Pérez, 2009).
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Fuente: Avalos y Pérez (2009)
Figura 1 Rutas de biosintesis de terpenos.

En lo que respecta a los compuestos fendlicos, existen dos rutas basicas implicadas
en la biosintesis: la ruta del acido sikimico y la ruta del acido malénico; aunque esta

ultima es muy comun en hongos y bacterias, pero no en plantas.

A través de la ruta del acido sikimico (Figura 2), se sintetizan la mayoria de los
compuestos fendlicos en plantas a partir de eritrosa-4-P y de 4&cido
fosfoenolpiravico, que dan inicio a una secuencia de reacciones que conduce a la

sintesis de acido sikimico y, derivados de éste, aminoacidos aromaticos
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(fenilalanina, triptéfano y tirosina). La mayoria de los compuestos fendlicos derivan

de la fenilalanina (Sell, 2010).

La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la formacion de acido cinamico

por eliminacién de una molécula de amonio de la fenilalanina. Esta enzima esta

situada en un punto de ramificacion entre el metabolismo primario y secundario por

Fenilalanina
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Fuente: Avalos y Pérez
Figura 2 Ruta del acido sikimico

lo que la reaccion que cataliza es
una importante etapa reguladora en
la formacién de muchos compuestos
fendlicos (Figura 17). Las
reacciones posteriores a la
catalizada por PAL son basicamente
adiciones de mas grupos hidroxilo y

otros sustituyentes.

Los acidos trans-cinamico y p-
cumarico se metabolizan para
formar acido ferulico y acido caféico
(Figura 18), cuya principal funcién
es ser precursores de otros
derivados mas complejos (Figura 2)
com las cumarinas, ligninas,
taninos, flavonoides e
isoflavonoides (Avalos y Pérez,
2009)

Aunque las aportaciones al
conocimiento  del  metabolismo
secundario han aportado

informacion valiosa para su

comprensidén, aun no se pueden

explicar muchos de los procesos
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relacionados con su sintesis, hasta ahora so6lo se han descrito el 5 % de los genes
involucrados y se sabe que multiples familias de genes intervienen para la sintesis
de un solo metabolito; hasta ahora no se han podido manipular ni predecir desde la
ingenieria genética, la biosintesis de aceites esenciales (Sangwan et al., 2001;
Franz, 2010).

4.2.2 Composicion quimica del aceite esencial y extractos de A mexicana ssp.

mexicana

Forma parte de las plantas aromaticas y medicinales mas importantes de México,
debido a la composicidon quimica de su aceite esencial y extractos, que tienen

efectos farmaceéuticos de diversa indole (Gonzalez-Trujano et al., 2015).

Se ha descrito la composicion quimica de los extractos con metanol (Gonzalez-
Trujano et al., 2012, 2015), hexano y etanol (Verano et al., 2013) y se ha reportado
la presencia de talianin y acido ursalico; sin embargo, en la mayoria de los ensayos,
la especie se ha estudiado sin distinguir entre subespecies. Estrada-Reyes et al.
(2014) documentaron recientemente la composicion quimica de los extractos
acuosos de las subespecies xolocotziana (toronjil blanco) y mexicana (toronijil
morado), encontrando diferencias importantes tanto en componentes como en la
proporcion de estos. Los componentes mayoritarios presentes en ambas
subespecies se encuentran en proporciones diferentes: Diosmetin 7-O-B-D-(6"-O-
malonil)-glucésido en 13.95 y 32.9 %, Acacetin, 7-O-B-glucésido en 24.49 y 22.42
%, Acacetin 7-O-3-D-(6"-O-malonyl)-glucésido en 34.47 y 2.21 %, respectivamente.
Otros componentes como acido malico, Luteolina 7-O-B-D-glucosido, Luteolina 7-
O-B-D-(6"-O-malonil)-glucésido sélo estan presentes en la subespecie mexicana,
siendo ésta la que presenta mayor abundancia de metabolitos secundarios en

comparacién con xolocotziana.

También se ha documentado la composicidn quimica del aceite esencial de A

mexicana ssp. Xolocotziana (Cuadro 1), que estad constituido por compuestos
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fendlicos (metil eugenol y estragol) y terpénicos (linalol, mentona, pulegona,
limoneno) (Juarez et al., 2015); pero no se conoce la composicion de la subespecie
mexicana. Cabe destacar que en todos los casos, tanto en extractos como aceite
esencial, las determinaciones se han realizado utilizando en conjunto tallos, hojas y
flores de la planta; hasta ahora no se conoce la composicion por separado de estas
estructuras en ninguna de sus subespecies.

No se ha encontrado informacién en la que se hayan definido los quimiotipos de las
distintas regiones en las que se encuentra distribuida la especie; que, al proveerle
condiciones ambientales diferentes, supone una composicién quimica particular en

cada lugar.

Cuadro 1 Componentes mayoritarios del aceite esencial de A mexicana ssp.
xolocotziana

Especie Componente Abundancia

(%)
A. mexicana Metil eugenol 36.41
Ssp.
xolocotziana
Estragol 27.92
Linalool 10.66
Mentona 10.29
Pulegona 6.46
Limoneno 5.70

Fuente: Juarez et al. (2015).

4.2.3 Principios activos y uso potencial

Los usos tradicionales de esta especie, han impulsado recientemente su
investigacion; destacan los estudios farmacoldgicos que han confirmado diversos
efectos atribuidos a esta especie, evidenciando valiosos componentes del aceite
esencial y extractos de esta aromatica. Gonzalez-Trujano et al. (2012, 2015)
aislaron de A. mexicana ssp. el compuesto tilianin y demostraron su efecto

antidepresivo, espasmolitico y anticonceptivo; ademas, Estrada-Reyes et al. (2014)
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y Molina-Hernandez et al. (2000) confirmaron el efecto sedante, ansiolitico y
depresor del sistema nervioso, atribuyendo estos efectos a los compuestos acacetin
y diosmetin. Verano et al., (2013) y Gonzalez-Ramirez et al. (2012) también
probaron el efecto anticonceptivo del acido ursdlico de A. mexicana ssp.. y
Hernandez-Abreu et al. (2009, 2011, 2013) mostraron el efecto antihipertensivo y

vasodilatador de tailianin.

Desde el enfoque agrondmico, son escasos los estudios realizados de la especie;
sin embargo, destaca el de Juarez y colaboradores (2015), quienes reportaron la
efectividad del aceite esencial de A. mexicana ssp. xolocotziana en el combate de
hongos postcosecha en trigo, atribuyéndole este efecto al metil eugenol y estragol,
que previamente se habian reportado en el combate de los hongos fitopatdgenos
Fusarium spp., Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Alternaria alternata y

Rhizoctonia solani.

4.3 Factores bidticos y abidticos que afecta la sintesis de aceites esenciales
La sintesis de aceites esenciales también esta influenciada por factores externos
que pueden ser bidticos y abidticos. En lo que respecta a los primeros, han sido
ampliamente estudiados y se conocen algunas de sus funciones, que mas que
fisioldgicas, tienen importancia ecolégica. La biosintesis de estos compuestos se
lleva a cabo ante situaciones de peligro y/o estrés para la planta; por mencionar
algunos ejemplos, las plantas producen metabolitos secundarios como defensa ante
patogeno e insectos. Friedman et al. (2002) confirmaron su efecto bactericida al
probar 93 aceites esenciales contra cuatro bacterias (Campylobacter jejuni,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Salmonella enterica), encontrando que
los aceites esenciales mas efectivos contra C. jejuni fueron caléndula, jengibre,
jazmin, pachuli, gardenia, madera de cedro, semilla de zanahoria, semillas de apio,
artemisa, nardo, y aceites de naranja amarga; los mas activos contra E. coli fueron
orégano, tomillo, canela, palmarosa, laurel, clavo, hierba de limén, pimienta de
Jamaica y contra L. monocytogenes, los mas eficientes fueron los aceites

esenciales de gardenia, madera de cedro, laurel, clavo, orégano, canela, pimienta
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de jamaica, tomillo, y pachuli; asi como tomillo, orégano, canela, clavo, pimienta,

laurel, palmarosa y mejorana contra S. enterica.

Hammer et al. (2003) probaron la efectividad de los componentes terpinen-4-ol,
alfa-terpineol, linalol, alfa-pineno, beta-pinno,1,8 cineol, del aceite esencial de arbol
de té (Melaleuca alternifolia) contra diferentes hongos, obteniendo resultados

significativos en el combate de éstos, pero particularmente contra Candida albicans.

Recientemente Pichersky & Gershenzon (2002) y Maffei (2010) sugirieron que los
metabolitos de plantas funcionan como un “lenguaje” para las plantas y la defensa
ante plagas, asi como para atraer polinizadores y asegurar la floracion y
supervivencia de la especie, ya que muchos compuestos volatiles son emitidos en
mayor proporcion justo antes de la polinizacion o son liberados con el rompimiento
de las estructuras que los contienen, ante el ataque de plagas, sintetizando ademas

compuestos que atraen enemigos de estos herbivoros.

Las diversas interacciones ecoldgicas en las que participan los metabolitos
secundarios, respondiendo ante estimulos del medio ambiente que las rodea,
evidencia la importancia ecoldgica de estos compuestos, al intervenir en el equilibrio

de los habitats.

En lo que respecta a los factores abioticos, diversos estudios en campo han
reportado que la temperatura, calidad de luz, sequia y exceso de riego, aplicacion
de nutrientes, densidad de plantas, momento de cosecha y manejo postcosecha
son claves en la sintesis de estos compuestos (Starmans and Nijhuis, 1996;
Salomon, 2007; Figueiredo et al., 2008; Franz, 2010). En poblaciones naturales,
donde estos factores no son controlados, existe una gran variabilidad en cuanto a
proporcion, tipo, momento y emision de los compuestos volatiles, lo que resulta en
una gran heterogeneidad en el rendimiento y quimiotipo de aceites esenciales
(Dudareva and Negre, 2005; Franz, 2010; Isman et al., 2011).

Por lo anterior, es necesario determinar las condiciones de manejo en cada especie
y lugar en particular; lo que puede ayudar a disminuir la heterogeneidad en el

rendimiento y la composicion quimica. De entre los factores de manejo, la aplicacion
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de nitrégeno (N) ha incidido en el rendimiento y composicion quimica de aceites

esenciales (Avalos-Garcia y Pérez-Urrutia, 2009;,Schmidt, 2010).

4.4 Fertilizacidn nitrogenada en el rendimiento de plantas aromaticas

Ha sido ampliamente documentado el papel del nitrégeno en las plantas y su
relacion con el rendimiento en biomasa; sin embargo en el caso especifico de las
especies aromaticas el efecto de este elemento tiene apenas algunas décadas de
estudio, es aun incipiente y muestra que estas especies presentan un
comportamiento diferente en lo que se refiere a la relacidon entre el N y el rendimiento

de biomasa y aceite esencial (Avalos-Garcia y Pérez-Urrutia, 2009; Schmidt, 2010).

Algunos estudios aportan evidencias de que el N juega un papel importante en el
metabolismo secundario de las especies aromaticas, en comparacion con otros
nutrientes como fésforo, magnesio, calcio, azufre y algunos microelementos con los
que no se han conseguido efectos significativos en su rendimiento (Zheljazkov et
al., 2006; Dordas, 2009; Prasad et al., 2011).

La relevancia de este macronutriente se debe a que es esencial para la construccion
de diversos compuestos organicos: aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos vy
enzimas, estas ultimas juegan un papel clave en la biosintesis de numerosos

compuestos que son constituyentes de estos volatiles (Koeduka et al., 2006).

Como una explicacion al papel de los nutrientes en la sintesis de aceites esenciales,
De La Fuente et al. (2003) sugieren que, cuando elementos como el N son
limitados, la planta puede acumular carbono (C) y moléculas complejas a base de
C, y los pueden derivar para incrementar la sintesis de metabolitos secundarios, lo
cual ocurre bajo condiciones de estrés (Arimura et al., 2009). En el campo de la
fisiologia, la relacién C:N falta estudiarse mas, debido a que los resultados en
diversas plantas aromaticas han mostrado efectos contrarios, especialmente con
respecto al N, el cual si es deficitario puede disminuir el rendimiento en biomasa,
aceite esencial y compuestos especificos (Gerhezon, 1984) como en el caso de
variedades de romero (Martinetti, 2006; Puttanna et al., 2010) patchouli (Singh y
Rao, 2009), albahaca (Sifola & Barbieri, 2006; Taie y Salama, 2010), melisa
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(Abbaszadeh et al., 2009), hinojo (Hellal and Mahfouz, 2011) y perifolio (El Gendy
etal., 2015) .

Sifola y Barbieri (2006) aplicaron altas dosis de N (300 kg ha™') a las variedades de
albahaca “Mostruoso mammouth’ (MM)’, “Genovese profumatissimo” (GP) vy
“Napoletano a foglia di lattuga”(NFL), reportando un incremento en biomasa fresca
mayor al 100% con respecto al testigo, asi como 13.8 kg ha™ mas de aceite esencial
en comparacion con el testigo, donde se consiguieron 3.4 kg ha™'; demostrando que
al incrementarse el numero de hojas por planta se aumento el rendimiento asi como
la calidad de aceite esencial, al presentar un quimiotipo linalol-eugenol (56-17% y
49 -21% ) en las variedades MM y GP; aceite esencial que muestra propiedades
bactericidas y fungicidas. En el caso de la variedad NFL se obtuvo un quimiotipo
chavicol metil-linalol (39-37%) que muestra un perfil que le confiere un sabor
delicado, demandado por la industria alimenticia y clasificado como el de mayor
calidad de la especie; asi como cantidades significativas de limoneno (13, 17 y
17%). Adicionalmente, mostraron que aplicaciones de N mayores a la ideal,
provocaron disminucion en todos los indicadores de la planta y su aceite esencial;
lo puede atribuirse a que una aplicacion excesiva de fertilizante (> 300 kg ha™),
aumenta la acidez del suelo ( franco-arcilloso) provocando cambios importantes en
la absorcion de nutrientes y por lo tanto en el metabolismo primario y secundario, lo
que pone de manifiesto que debe determinarse la dosis de fertilizacién nitrogenada

para cada sistema de produccion en particular.

Gendy et al. (2015), encontraron una r2 de 0.998 y 0.975 entre el N y el rendimiento
de materia humeda y seca de perifolio, respectivamente; asi como el rendimiento
mas alto de materia humeda y seca con las dosis mas altas de 120 y 180 kg ha™".
El rendimiento de aceite esencial con una dosis media de N (120 kg ha™),
combinada con la menor dosis de potasio (60 kg ha™) incrementd en dos cortes
realizados un 196 y 162.5 % el rendimiento, con respecto al testigo. Ellos
atribuyeron al N el mayor contenido de estragol (26.43 %) y 2-alil-1,4-

dimetoxibenceno (9.48%) en comparacion con el resto de los tratamientos, siendo
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ademas estos compuestos, dos de los cuatro que constituyen en mayor proporcion

a este aceite.

Abbaszadeh et al. (2009) aplicaron dosis de 0, 60, 90, 120, 150 y 180 kg ha™ de N
(urea) al cultivo de melisa, reportando un incremento significativo del rendimiento
en biomasa y el mayor rendimiento de aceite esencial (kg ha™) con la dosis media,
60 kg ha™.

De forma similar, Puttanna et al. (2010) encontraron que la tasa de N aplicada en
combinacién con potasio, aumentd el rendimiento en materia fresca y seca de la
primera a la segunda cosecha de romero de 5.21 a 10.18 kg ha y de 1.74 a 3.23
kg ha™, respectivamente con la dosis mas alta probada (300 kg ha™). EI N también
influyé en el rendimiento de aceite esencial al obtener 350 L ha™' con respecto al
testigo (150 L ha™"), con la dosis media probada (150 y 100 kg ha' de N-K).

En ninguno de los casos mencionados anteriormente, se reportaron efectos en la
composicién quimica de estos aceites esenciales y destacable el comportamiento
de romero al duplicar el rendimiento hasta la segunda cosecha; lo cual puede
deberse a las condiciones agroclimaticas proporcionadas a cada cultivo, pues
mientras Sifola y Barbieri, y Gendy establecieron el cultivo de albahaca y perifolio
en condiciones climaticas similares a las de su origen obteniendo cambios positivos
en la composicion quimica y el rendimiento de planta desde la primera cosecha; los
cultivos de melisa y romero que son originarios del Mediterraneo, se establecieron
en Iran e India, donde las condiciones climaticas difieren sustantivamente del clima
mediterraneo, lo que sugiere que si bien, el rendimiento de planta y aceite esencial
esta fuertemente correlacionado con la fertilizacion nitrogenada, la composicién
quimica de los aceites esenciales y la respuesta de estas especies es dependiente
de las condiciones climaticas tipicas del centro de origen geografico de la especie,

en combinacion con la fertilizacion nitrogenada 6ptima.
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Azizi et al. (2009) aplicaron dos niveles de fertilizacién nitrogenada (0.5 gy 2.0 g de
N por maceta de 6 L.) en tres variedades de orégano, encontrando que la dosis mas
alta aumento el rendimiento de materia seca y aceite esencial (45 y 1.5 g por
maceta, respectivamente) con respecto a la dosis mas baja (39 y 1.2 g por maceta),
ademas de aumentar el contenido de carvacrol, que tiene gran relevancia para

determinar una mejor calidad y precio de este aceite esencial.

Hellal y Mahfouz (2011) aplicaron siete dosis de N en combinacion con una mezcla
de diferentes cepas de bacterias fijadoras de N al cultivo de hinojo; encontrando que
una de esas dosis incremento el rendimiento de la biomasa humeda y seca en 63.6
y 21.8 g. por planta en la primera cosecha y 68.6 y 22.6 g. en la segunda cosecha
respectivamente. En lo que respecta al aceite esencial, el T2 (100 kg de sulfato de
amonio, 66.6 kg de sulfato de calcio y 16.6 kg d sulfato de potasio) fue el mas
eficiente con 73.5y 74.17 L ha-', en comparacion con el control que produjo 30.19
y 32.09 L ha'. La composicién quimica también presentd cambios, aunque no

fueron significativos para los componentes principales.

Con aplicaciones de N via foliar o al suelo (50 kg ha-" foliar o 50 kg ha! al suelo) se
obtuvieron rendimientos de materia seca de tomillo de 2488.4 y 1544 Kg ha™.
Respectivamente, mientras que con el tratamiento testigo (sin aplicacion de N) sélo
se obtuvieron 1130.2 kg ha'- EI mayor rendimiento de aceite esencial se obtuvo con
la aplicacion de N via foliar con 29.08 L ha' en comparacion con el tratamiento
testigo , que soélo produjo 20.39 L ha™'; asi como cambios en las proporciones de
timol (19.56 y 5.09 kg ha™'), carbacrol (0.53 y 0.39 kg ha™') y p-cymeno (1.18y 1.19
kg ha™') del mismo tratamiento en comparacion con el testigo, respectivamente
(Jabbari et al., 2011). Singh y Ganesha Rao, (2009) relacionaron el incremento de
biomasa (271.2%) y aceite esencial de patchouli (316.6 %) a la dosis mas alta de N

(200 Kg ha") con respecto al tratamiento control (0 kg N).

Singh et al. (2014) al aplicar 40, 80, 120 y 160 kg ha™', encontraron los valores mas

altos en rendimiento de aceite esencial (3%) y materia seca de jengibre con la dosis
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media (120 kg ha') proporcionada al cultivo, en comparacién con 2.6% en el
tratamiento control (0 Kg N). Sin embargo, otros ensayos muestran que la
fertilizacion nitrogenada no afecta el rendimiento ni la composicién quimica de los
aceites esenciales en las variedades de hinojo “Grecia”, “Bulgaria” y “Turquia”
(Chatzopoulou et al., 2006).

Con base en la revisidn bibliografica, pareciera que es posible incrementar el
rendimiento de aceite esencial de especies aromaticas e incluso la proporcion de
algunos metabolitos secundarios con la aplicacion de N. Sin embargo, es importante
subrayar que la influencia de este nutriente sobre las diversas especies de plantas
aromaticas, ha generado resultados contradictorios y de ahi la necesidad de realizar
ensayos para cada caso en particular. Pues si bien los resultados son positivos en
general, en algunos casos donde las condiciones climaticas bajo las que se cultiva
la especie son sustancialmente diferentes a las del lugar de origen de la especie, la

produccion de aceites no siempre se incrementa.

Estas investigaciones sugieren que es posible mejorar el rendimiento de estas
especies al aplicar N en cantidades 6ptimas, pero sélo cuando se les proporcionan

las condiciones geograficas tipicas de su centro de origen.

4.5 Semillas como unidad de reproduccion

Desde la perspectiva botanica, las semillas son el resultado de la reproduccion
sexual de las plantas, es decir, del o6vulo fertilizado. Besnier (1989), las
conceptualiza como la unidad de reproduccion y diseminacion; lo que tiene un

sentido mas amplio, integrando por lo tanto a tubérculos y bulbos, entre otros.

Aunque las caracteristicas morfoanatémicas y fisioldgicas de las semillas son muy
variables y especificas, todas las semillas de angiospermas estan compuestas
basicamente por un embridn, un endospermo o reserva nutritiva, y una o varias
cubiertas seminales. En el embridn se encuentra el eje embrionario y los cotiledones

que tienen origen a partir de la fusion de los nucleos espermaticos del tubo polinico,
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con dos 0 mas nucleos polares del saco embrionario. Es en un extremo del embridn
donde se originara el tallo de la planta, al que se le conoce como epicdtilo (Niembro
1989). El endospermo, es una reserva de nutrientes que serviran para cubrir las
necesidades del embrion hasta su germinacion. Las cubiertas (testa y tegmen)
generalmente cubren el embridn, protegiéndolo de dafios del exterior. Sobre la testa
se encuentra el hilio y el micrépilo; el primero es la cicatriz que queda cuando el
funiculo se inserta en el 6vulo; el segundo es una perforacidn que permite el paso

de agua y oxigeno al interior de la semilla (Gil y Miranda, 2005).

La reproduccion por semilla, tiene ventajas sobre la reproduccidon asexual, pues se
conserva la diversidad genética de las especies, lo que provee de caracteristicas
unicas, que pueden aprovecharse en beneficio de la humanidad. En el caso
especifico de plantas aromaticas y medicinales, la composicién quimica especifica
pueden proporcionar componentes con importancia farmacéutica y cosmética
principalmente (Rajjou et al., 2012). En especies nativas, de las que se desconocen
la mayoria de los aspectos agronomicos, resulta esencial la generacion de este

conocimiento para su reproduccion y produccion.

4 5.1 Caracterizacion de semillas

La caracterizacion de semillas puede hacerse desde el punto de vista botanico,
agronomico, filogenético o quimico; por lo tanto, tiene diversos usos y aporta
informacion valiosa en campos de estudio diversos; su importancia se evidencia en
las mas de 25,000 publicaciones al respecto (Yang, 2008), aunque cabe senalar
que estas investigaciones se limitan a grupos de plantas de interés alimentario,

industrial y ornamental (Victoria, 2006).

Las descripciones botanicas y agrondmicas, son la primera etapa ser para ser
documentadas y se presentan con amplias descripciones de la anatomia y
morfologia, acompanadas de esquemas simplificados y fotografias bajo

microscopio optico y electrénico (di Sapio et al., 2012). Una de las referencias mas

21



importantes, que ha sido guia para diversos trabajos aun en la actualidad, es la
caracterizacion de un gran numero de semillas de Estados Unidos, realizada por
Martin y Barkley (1961), quienes presentaron fotografias desde diferentes
perspectivas con cortes transversales y longitudinales, asi como textos descriptivos

y esquemas.

En México, Centro y Sudamérica las aportaciones realizadas por Niembro (1989),
son una referencia obligada en cuanto al tema se refiere, debido a la amplia y
diversa investigacion realizada por este autor, quien ademas ha aportado
terminologia para la descripcion de semillas. En lo que se refiere a la caracterizacion
comercial de las semillas, ademas de la descripcion botanica se requiere conocer
la pureza, peso de la semilla, contenido de humedad, viabilidad y caracteristicas de
germinacién. Para esta caracterizacion, la norma internacional ISTA (Internacional
Seed Testing Association) establecié una serie de requisitos que se pueden
consultar ampliamente en dicha asociacioén. El caso particular de plantas aromaticas
y medicinales, son escasas las publicaciones al respecto e inexistentes en la
mayoria de especies aromaticas y medicinales nativas, como la especie A.

mexicana ssp. mexicana objeto de esta investigacion.

4.5.2 Viabilidad

El término viabilidad en semillas, engloba distintos conceptos, pero se refiere
estrictamente a las semillas vivas; es decir, semillas que presentan un embrién vivo
capaz de desarrollarse (Camacho-Morfin, 2011). Es importante sefalar que la
viabilidad de una semilla, no esta necesariamente asociada a la germinacion vy
desarrollo de la planta, ya que la semilla puede tener algun tipo de dormancia, que

le impida germinar (Serri et al., 2011).

La determinacion de la viabilidad puede hacerse por diversos métodos, uno de los
mas simples y disponibles es la inmersion de semillas en agua o solventes

organicos; mediante éstos se determina el porcentaje de semillas llenas y vacias,
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siendo las semillas llenas las que se hunden y las vanas las que flotan (Damelash
et al, 2003). Otras técnicas como los rayos X (estereorradiografia y tomografia), son
mas precisas, ya que permiten observar el interior de las semillas para saber si son
vanas, con insectos u hongos, incompletas, con embrion, etc. (Alzugaray et al.,
2006). La prueba mas utilizada y ampliamente reconocida por su precision para
determinar la viabilidad en semillas, es la prueba de tincién con tetrazolio (cloruro
de 2, 3, 5, - trifenil-tetrazolio); esta sal presenta una coloracion roja al tomar el
hidrogeno liberado por las enzimas deshidrogenasas, durante los procesos de
reduccidn en la respiracion celular; por lo tanto, las semillas que no estan vivas o no
son viables, no se colorean. De esta forma se puede cuantificar el nUmero de
semillas viables y muertas de manera precisa (ISTA, 1999). El uso de esta técnica
requiere de gran precision y tiempo, sobre todo en semillas pequefias, donde se
dificulta la tinciéon. Autores como Victoria (2006), sugieren la adaptacién de esta
técnica cuando se tratan de especies aromaticas y medicinales, ya que las semillas
son pequefias, presentan dificultades para su tincidon y requieren condiciones

especificas de tiempo, temperatura y observacion.

4.5.3 Germinacion

La germinacién es el proceso mediante el cual, la planta emerge de la semilla o
nace, esta definicion se fundamenta en el crecimiento del embrién y su desarrollo,
con lo que la planta puede romper la testa y salir al exterior, para pasar de ser

heterotrofa a autétrofa (Rajjou et al., 2012).

Desde Evenari (1984), el proceso de germinacién se ha dividido en tres etapas
principales (Imbibicion, elongacion celular y division celular). Sin embargo, una
division mas completa es la que presenta y resume Camacho-Morfin (2011) en cinco
etapas. La primera etapa es la imbibicidn en la que ocurre la entrada de agua y la
absorcion de ésta, a través de los tejidos, o que pone a vacuolas y células turgentes
y permite la activacion del metabolismo. Los tiempos de hidratacion son diversos y

por ende el proceso de activacion de la germinacion no puede generalizarse. En la
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segunda etapa ocurre la activaciéon de los sistemas de informacion y sintesis y en
ella tiene lugar la utilizacion de las reservas de la semilla, en la que se lleva a cabo
la diseminacion de los aminoacidos del eje embrionario, la utilizacion de los
monomeros de los aminoacidos en la glicdlisis y la reduccion y oxidacion de los
nucledtidos de piridina. La digestion de los compuestos complejos de las reservas
es la tercera etapa, en la que dependiendo de las reservas de la semilla (azucares,
grasas, proteinas, aminoacidos, almidones), los compuestos complejos se
transforman en azucares sencillos y aminoacidos. Las auxinas inducen la
asimilacion de monomeros para la elongacion celular y mediante giberelinas se
induce la hidrolisis de los polimeros presentes en los tejidos nutritivos. En la cuarta
etapa se da la movilizacién de compuestos y se lleva a cabo la translocacién de los
mondmeros de los tejidos nutritivos al eje embrionario; para su ocurrencia aumenta
la actividad en el ciclo de Krebs, la transcripcion del ADN en el embridn y la sintesis
de nuevas proteinas. Finalmente, en la quinta etapa se da el crecimiento del
embrion en el que mediante las citocininas, se induce la replicacién del ADN y la
division celular en el embrion. La respiracion y la sintesis de nuevas proteinas en el
embrion tienen lugar, con lo que la raiz aumenta su tamafo y emerge de la testa de

la semilla

La ISTA (1999), establece que el proceso de germinacion se puede dar por ocurrido
con la emergencia de la radicula en la mayoria de las semillas, a partir de ello, se
hacen mediciones del vigor de la planta, hasta la emision de las primeras hojas

verdaderas.

4.5.4 Dormancia fisica
Cuando las semillas no germinan o presentan proporciones de germinacion
menores al 50%, aun siendo viables y bajo las condiciones ambientales ideales, se

les considera durmientes (Serri et al., 2011).

De acuerdo con Silvertown (1999), a excepcion de las especies originarias de selvas
tropicales, la mayoria de las especies de otros habitats presentan algun tipo de

dormancia, la cual se clasifica en exégena (dormancia fisica, quimica y mecanica)
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y enddgena (dormancia fisiolégica, morfoldgica y la combinacion de ambas). Entre
los tipos de dormancia exdgena, la fisica es considerada la mas evolucionada de
dormicidn, ya que su ocurrencia esta limitada a unas cuantas familias de plantas,
exclusivamente de angiospermas y la mayoria dicotiledoneas (Baskin and Baskin,
1985).

Las semillas con este tipo de dormicion, son altamente tolerantes al secado, por lo
que tienen un contenido de humedad bajo; lo que esta relacionado con la
impermeabilidad de la semilla, al mantener compactadas y apretadas las células de
la testa para obstruir el paso del agua. La mayoria presenta dos cubiertas, la testa
que generalmente es dura y el tegmen, siendo ambas o0 una de ellas impermeables,
dependiendo de la semilla (Camacho-Morfin, 2011). Esta condicion en las semillas,
preserva la viabilidad en especies que estan expuestas a condiciones ambientales
extremas o riesgosas para su sobrevivencia tales como la sequia o temperaturas
extremas (Baskin y Baskin, 1985). En este sentido debe ampliarse la perspectiva
desde la que se estudian las semillas, extendiéndola a la comprensién de sus
funciones ecoldgicas y las ventajas de ello para el hombre, antes de la

domesticacion y el intento de homogeneizar la reproduccion.

Las técnicas para eliminar la dormancia fisica son simples, ya que se buscan que el
agua permeé en la semilla para que se lleve a cabo la imbibicién y por ende la
germinacién; una de las mas utilizadas es romper o realizar un orificio en la semilla,

que permita la entrada del agua (Camacho-Morfin, 2011).
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Capitulo I. Composicion quimica del aceite esencial de A mexicana ssp.

mexicana

1.1 Introduccion

Agastache mexicana ssp. mexicana es una de las plantas aromaticas y medicinales
mas importantes en México, ya que es ampliamente utilizada entre la poblacién por
sus diversos usos medicinales y a la tradicion que tiene en el pais (Estrada-Reyes
et al., 2014). Estudios recientes han confirmado la efectividad de la especie en el
tratamiento de diversos padecimientos como la ansiedad, depresion o como
antiinflamatorio y espasmadico (Molina-Hernandez et al., 2000; Hernandez-Abreu
et al., 2009, 2011, 2103; Gonzalez-Trujano et al., 2012, 2015; Gonzalez-Ramirez et
al., 2012; Verano et al., 2013; Estrada-Reyes et al., 2014; Juarez et al., 2015).
REPETIDO

Estas investigaciones han evidenciado el valor de sus componentes quimicos y el
potencial de la especie para producir aceite esencial, ya que también se ha
documentado que la planta presenta tricomas glandulares en hojas, tallos y flores
donde se almacenan los metabolitos secundarios (Santillan-Ramirez, 2008). Sélo
se conoce el aceite esencial de la subespecie xolocotziana, que esta constituido por
compuestos fendlicos (metil eugenol y estragol) y terpénicos (linalol, mentona,
pulegona, limoneno). Cabe destacar que en todos los casos, tanto en extractos
como aceite esencial, las determinaciones se han realizado utilizando en conjunto
tallos, hojas y flores de la planta; hasta ahora no se ha descrito la composicién por

separado de estas estructuras en ninguna de sus subespecies (Juarez et al., 2015).

Debido a su popularidad, esta especie se comercializa ampliamente en el pais como
planta seca para la preparacion de infusiones; 85 % de la cual proviene de
recoleccion silvestre (Juarez-Rossete, 2013). Esta actividad ha provocado la
disminucién de sus poblaciones naturales y su clasificacion como especie
amenazada (SEMARNAT, 1993), poniendo en peligro la diversidad bioldgica, la

riqueza cultural, econdmica y el conocimiento de su uso y aplicacion fitoterapedutica,

26



que es relevante en nuestro pais, donde el 80% de los medicamentos provienen

plantas aromaticas y medicinales (Torres-Martinez, 2013; Gattuso et al., 2004).

Con base en la informacion anterior, la presente investigacion tuvo como finalidad
el obtener material vegetal de la especie que se desarrolla de manera natural en la
zona montafosa del sur de la Ciudad de México, realizar la extraccion de su aceite

y caracterizarlo quimicamente.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Colecta

El 26 de diciembre del 2015 se llevo a cabo la colecta en Santa Ana Tlacotenco en
la alcaldia de Milpa Alta, Ciudad de México a una longitud -99.011, latitud 19.153,
altitud 2922 msnm; que presenta un clima templado humedo con vegetacion de
bosque pino-encino. La toma de las muestras de semillas y material vegetal en
plena floracion se realiz6 mediante un muestreo dirigido, seleccionando plantas con
altura promedio de 10 cm, medidos desde la base del cuello de la planta hasta el
apice.

Se determino la cantidad de aceite esencial extraido por unidad de biomasa vegetal,
para posteriormente realizar un analisis cualitativo y cuantitativo de sus

componentes quimicos.

1.2.2 Biomasa humeda y seca

El material vegetal recolectado se separo, juntando tallos con hojas y por otro lado
se separaron flores, en ambos casos se cuantific6 la biomasa humeda.
Posteriormente, la planta se secdé a temperatura ambiente, en condiciones de
oscuridad por un periodo de 72 horas (Guerrero-Lagunes, 2010). Con ambos pesos,
se determind el rendimiento de biomasa seca con respecto al de biomasa humeda
(%).
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1.2.4 Extraccion del aceite esencial

El material vegetal seco fue cortado pequefos para su introduccién en el destilador
y el aceite esencial se extrajo mediante la técnica de arrastre con vapor de agua
tradicional. El aceite esencial extraido con agua floral se separd por decantacion y
se determind el porcentaje extraido con referencia al peso de la planta destilada.
(Schmidt, 2010).

1.2.5 Composicion quimica del aceite esencial

La composicion quimica se determiné mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (Kubeczka, 2010). Se empled un cromatdgrafo de gases
Agilent 7890 y espectrometro de masas Ber Microflex con MALDI-Tiempo de vuelo.
La fase mévil fue de gas helio a una presion de 1.1 ml min-' y una fase estacionaria
liquida de fenilmetilpolisiloxano al 5 % (0.25 ym) en columna capilar de 30 m x .25
mm Se inyectd 1 yL de aceite esencial a una temperatura de inyector de 310°C y la
separacion se realizé a una temperatura inicial de 40° C incrementando 8 ° C cada
minuto hasta alcanzar 310 ° C. El espectrometro de masas fué operado a 70 eV
(Kubeczka, 2010). Los compuestos se identificaron por comparacién de espectros
de masas y los tiempos de retencion, con los datos reportados en la literatura (NIST-
MS, version 2.0, 2010).

1.3 Resultados y discusion

1.3.1 Composicién quimica del aceite esencial

El aceite esencial de A. mexicana ssp. mexicana, esta constituido por 19 metabolitos
secundarios (Cuadro 4), de los cuales el 78% lo forman el acetato de geranilo (31.12
%), geraniol (18.39 %), alfa terpineol (13.11 %), acetato de nerilo (6.17 %) y nerol
(5.19%) Los componentes, linalool, cariofileno, D limoneno, acetato de bornilo,
borneol, canfeno y p-ment-8-en-3-one se encuentran en concentraciones menores
al 5 %; los componentes, acetato de citronelilo, acetato de mirceno, cis-4-methyl-
2-pentene, isopulegol, 1-ethyl-3-vinyl-adamantane, 1-propanesulfinic acid, methyl

ester y alfa cariofileno presentaron porcentajes menores al 1% (Cuadro 2).
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Cuadro 2 Componentes quimicos y proporcion del aceite esencial de Agastache
mexicana ssp. mexicana silivestre, procedente de la zona montanosa del sur de la

Ciudad de México.

Componente Proporcion % Estructura quimica
Acetato de geranilo 31.12 LN = \‘ N
Geraniol 18.39 o
u® V/\\T/\ o
Alfa Terpineol 13.11 o
[Tj
Acetato de Nerilo 6.17 7 0
HLQT_/\.\/ 2 T/
Nerol 5.09 y
T
Linalool 4.79 /
e >\'\/\\//\T/
Cariofileno 4.62 .
_;Li'\ /)
(T~
-
D- Limoneno 4.64 S
)
|
Acetato de Bornilo 3.04
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Componente

Proporcion %

Estructura quimica

Borneol 2.17 %
7
Canfeno 1.18
p-Ment-8-en-3-one 1,26 M
|
N
Acetato de Citronelilo 0.86
\H/ o \r \/Y
Alfa Mirceno 0.75
cis-4-Methyl-2-pentene 0.59 \{/Tﬁ«
Isopulegol 0.54 :\F
1-Ethyl-3-vinyl-adamantan 0.43 4@
Alfa cariofileno 0.41
1-Propanesulfinic acid, 0,3

methyl ester
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Los componentes quimicos presentes en el AE de A. mexicana ssp. mexicana, no
coinciden con los reportados anteriormente en extractos acuosos de ésta especie
(Estrada-Reyes 2014). Este resultado se debe a la naturaleza lipidica de los
componentes y a las técnicas de extraccion; ya que mediante la técnica utilizada
por Estrada-Reyes (2014) donde se somete a la planta a coccién; los componentes
secundarios se volatilizan y se pierden, debido a las altas temperaturas y a que se
omite la condensacion de éstos; por el contrario, la técnica de arrastre por vapor de
agua, utilizada en esta investigacion, extrae los metabolitos secundarios mediante
la condensacion de éstos, recuperando solo los componentes volatiles, es decir el

aceite esencial de la planta (Schmidt, 2010).

Los estudios mas recientes del aceite esencial de la subespecie xolocotziana, son
coincidentes con la subespecie mexicana en solo dos componentes: linalool que
esta presente en proporciéon del 10.66% y 4.79% y D limoneno en proporcion del

5.70 y 4.64 %, respectivamente.

Ha sido reportado que los componentes aislados de extractos de la subespecie
xolocotziana, tampoco coinciden con los componentes de la subespecie mexicana

(Gonzalez-Trujan et al., 2015).

En lo que respecta a los componentes mayoritarios del AE de la subespecie
mexicana, como acetato de geranilo, se ha encontrado en los aceites esenciales de
especies de la misma familia botanica, como Salvia officinalis, aunque en
proporciones menores (2.5 %) (Schmidt, 2010) y de la especie Stachys Iberica
Stenostachya en 9.2% (Kaya et al., 2001). En otras especies como Thapsia minor
y Cymbopogon flexuosus este componente se encontrd en proporciones del 83 %
y del 3 al 59% respectivamente (Coelho et al., 2012; Ganjewala & Luthra, 2009).

De acuerdo con la literatura consultada, una de las actividades biologicas mas
importantes de este componente, es la de anticonceptivo, evidenciada
recientemente por Quintans-Junior et al. (2013), quienes mostraron la eficacia

anticonceptiva del acetato de geranilo y (+) — canfeno en dosis de 200 mg kg™' en
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experimentos con ratas. En el mismo sentido, Verano et al. (2013) demostraron el
efecto anticonceptivo de los extractos de Agastache mexicana ssp. xolocotziana,

aunque en este caso el efecto fue atribuido al componente acido ursdlico.

El segundo componente mayoritario del aceite esencial de la subespecie mexicana;
geraniol, es considerado uno de los fungicidas naturales mas ampliamente
conocidos en diversas aplicaciones (University Of Hertfordshire, 2015) y es
constituyente de los aceites esenciales de especies como Cymbopogon winteranus
Jowitt en proporciones del 12 al 25 % vy en Citrus sp. en proporciones menores al
12% (Zellner et al., 2006). Por su olor caracteristico a rosas, es ampliamente
utilizado en la industria cosmética, especialmente para la elaboracion de perfumes
(Fahlbusch, 2003).

Alfa terpineol, el tercer metabolito secundario mas abundante en el aceite esencial
de la subespecie mexicana; esta presente en el aceite esencial de Cinnamomum
camphora (L.) Presl, en proporciones del 3,8% y se le atribuye efecto insecticida
contra Tribolium castaneum y Lasioderma serricorne, insectos-plaga de productos

almacenados como harinas de trigo y salvado (Guo et al., 2016).

A diferencia de otros componentes quimicos que estan en la mayoria de los aceites
esenciales de plantas aromaticas, alfa terpineol se encuentra en pocas especies
aromaticas; la Salvia libanotica es otra de las especies que lo contiene en proporcién
del 1.7% y su efecto como inhibidor de células tumorales ha sido evidenciado;
colocando a este componente quimico como un potencial agente anticancerigeno
(Hassan et al., 2010).

El resto de los metabolitos secundarios de la subespecie mexicana, presentes en
proporciones menores al 10%, tienen efectos de diversa indole, tanto en especies
de la misma familia botanica, como en otras familias de platas aromaticas y

medicinales. Entre esos metabolitos estan:

Acetato de nerilo, esta presente en Helichrysum italicum G. Don ssp. microphyllum
(Willd.) Nym en proporcion del 17.6 al 35.6% (Usai et al., 2010). En hojas de

Murraya koenigii se reportd en cantidad del 6.18 %; su efecto antibacterial se ha
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probado contra Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Corynebacterium
pseudotuberculosis, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (Rajendran
etal., 2014).

a) Nerol y linalool se encuentra en especies como rosa, palmarosa, citronela y
en salvia, orégano, mejorana, tomillo y lavanda, en proporciones que van del 10 al
15% en el caso de nerol y hasta el 58% de linalool. Poseen efecto bactericida y
repelente contra diversos insectos (Cantrell et al., 2001; Franz, 2010; Guerrero-
Lagunes, 2010).

b) Cariofileno es componente importante de los aceites esenciales de Oregano
spp. Y Eugenia dysenterica, representa el 11.3 y 14% de éstos aceites esenciales.
Destaca su efecto antibacterial contra Salmonella enterica, Heliobacter pylori y
Staphylococus aureus (Duarte et al., 2010; Mahdian et al., 2017).

c) D-Limoneno es uno de los metabolitos secundarios mas comunes y en mayor
proporcion en aceites esenciales de citricos como naranja, lima, limon; entre sus
multiples efectos farmacéuticos, destaca como anticancerigeno y ha sido estudiado

y confirmado desde la década de los noventa (Jager, 2010).

d) Acetato de bornilo, se encuentra en el aceite esencial de Valeriana oficinallis
en proporciones del 3 al 33% (Bos et al., 1997), y en diversas especies coniferas
como Larix decidua; de donde proviene su olor caracteristico de pino, que se utiliza
en productos de limpieZa y fragancias aromatizantes (Garcia et al., 2017).

e) Borneol esta presente en extracto de abeto rojo y pino silvestre, presenta un
efecto repelente contra garrapatas Ixidus Ricinus que ha sido probado
recientemente por Schubert et al. (2017), también destaca su efecto como

analgésico tépico (Wang et al., 2017).

En lo que respecta a los componentes p-ment-8-en-3-ono, acetato de citronelilo, A.
mirceno, cis-4-methyl-2-pentene, isopulegol,1-ethyl-3-vinyl-adamantane, 1-
propanesulfinic acid, methyl ester y alfa cariofileno, se encontraron en proporciones

menores al 2%.
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1.4 Conclusiones

El presente estudio parece ser el primer reporte de la composicion quimica del
aceite esencial de la subespecie mexicana. Los metabolitos secundarios
encontrados son 19, su concentracion (determinada mediante arrastre de vapores
y sin coccién) se distribuye de la siguiente forma: Acetato de geranilo (31.12 %),
geraniol (18.39 %), alfa terpineol (13.11 %), Acetato de Nerilo (6.17 %) y Nerol (5.19
%) constituyen el 73.88 % . Los componentes, Linalool, Cariofileno, D Limoneno,
Acetato de bornilo, Borneol, Canfeno y p-Ment-8-en-3-one se encuentran en
concentraciones menores al 5 % y los componentes, Acetato de Citronelilo, A.
mirceno, cis-4-Methyl-2-pentene, Isopulegol, 1-Ethyl-3-vinyl-adamantane, 1-
Propanesulfinic acid, methyl ester y Alfa cariofileno presentaron porcentajes

menores al 1 %.

Los efectos biolégicos de éstos componentes, encontrados en investigaciones
previas, son de diversa indole; destacan el efecto anticonceptivo del acetato de
geraniol, el efecto fungicida del geraniol, el efecto insecticida de alfa terpineol, el
efecto antitumoral D limoneno y alfa terpineol, el efecto antibacterial de acetato de

nerilo, nerol, linalool y cariofileno.

Aunque las dos subespecies de Agastache, mexicana y xocolotziana, han sido
utilizadas tradicionalmente sin distincion, el presente estudio evidencia las
diferencias en cuanto a la composicion quimica de sus aceites esenciales y por ende
en sus aplicaciones farmacéuticas, por lo que la divulgacion de esta informacién
resulta especialmente importante entre las comunidades, si se considera que es

una de las plantas medicinales mas utilizadas en la medicina tradicional mexicana.

La naturaleza de sus metabolitos secundarios y las diversas aplicaciones
farmacéuticas y comerciales de éstos, colocan a la subespecie mexicana como un

cultivo de gran potencial para las comunidades que han extraido la especie silvestre.
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Capitulo Il. Indicadores de crecimiento y rendimiento en funcién de la

fertilizacion nitrogenada.

2.1 Introduccién

Se han reportado 22 especies y subespecies de Agastache, con origen en Estados
Unidos, Asia y México, de las cuales se cultivan y se han estudiado las nativas de
Estados Unidos y Asia para usos diversos; como ornamentales por la belleza de
sus inflorescencias, como planta seca para tisanas y para la extraccion de su aceite
esencial (Omidbaigi et al., 2008). Este ultimo es el propdsito de mayor relevancia
economica, ya que los componentes activos presentes en este aceite esencial
muestran efectos farmaceéuticos de diversa indole: antidepresivo, espasmolitico,
antiinflamatorio y anticonceptivo (Gonzalez-Ramirez et al., 2012; Hernandez-Abreu
et al., 2013; Verano et al., 2013; Estrada-Reyes et al., 2014; Gonzalez-Trujano et

al., 2015); por lo que su cultivo es de gran importancia econémica y farmacéutica.

En México, se encuentra el centro de origen de Agastache mexicana ssp. mexicana,
una subespecie nativa del pais, conocida comunmente como toronjil morado, que
se comercializa ampliamente en el pais como planta seca, para la preparacion de
infusiones; aunque no se extrae su aceite esencial ni se cultiva a escala comercial.
El 85 % proviene de recolecta de sus poblaciones silvestres (Santillan-Ramirez et
al., 2008; Juarez-Rosete et al., 2013), lo que ha disminuido las poblaciones
naturales, contribuyendo con su clasificacion como especie amenazada
(SEMARNAT 1993).

Aunque es una especie con relevancia farmacéutica, cultural y agronémica, no
existe informacion para su cultivo, ni sobre la composicion quimica de su aceite
esencial: En este sentido, se ha documentado que diversos factores de manejo
como la fertilizacion nitrogenada tiene un papel relevante en el rendimiento de la
planta y la composicion de aceite esencial de especies de la misma familia (Franz,
2010; Figueiredo et al., 2008; Starmans y Nijhuis, 1996; Puttanna et al., 2010; Taie
et al., 2010). Bajo este contexto, el objetivo de esta investigacion fue establecer bajo

condiciones de invernadero el cultivo de A. mexicana ssp. mexicana, para
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determinar el efecto de cuatro dosis de fertilizacién nitrogenada, sobre los

parametros de crecimiento de flores y de tallos con hojas.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Localizacion
El cultivo se realizé en el Centro de Educacion Ambiental Acuexcomatl ubicado en
San Luis Tlaxialtemalco Xochimilco, Ciudad de México, bajo un tunel con cubierta
plastica, donde se monitorearon la temperatura media diaria y la humedad relativa

media diaria con un termohigémetro digital Steren.

2.2.2 Disefio experimental

Se evaluaron cuatro tratamientos (6, 12, 18 y 24 meq L' de nitrégeno), en un
arreglo experimental de bloques al azar con cuatro repeticiones y seis plantas
por unidad experimental, siendo el factor de bloque la vigorosidad, debido a la

heterogeneidad de las plantas Figura 3.

Vigor 1 Vigor 2
OO 0® @90 O Q@® @@ OO0
eleN I N I JoJo) @9 @® OO0
eoleN I XN I JoJo) @® 0® OO0
Vigor 3 Vigor 4 6 meq por L (T1): @

" I JoToTeolex 1
T ISl leleX I
C I JololeoleX I

lsleley Y X Y |
ol leley ¥ I Y
Sl jeloy ¥ X Y

12 meq por L (T2): @
18 meq por L (T3): ©=
24 meq por L (T4):

Figura 3 Distribucion de las plantas en bloques al azar, agrupadas por vigorosidad.

2.2.3 Material vegetal y aplicacion de tratamientos
Las plantas provinieron de la zona montafiosa de Milpa Alta, Ciudad de México,

donde previamente se mantuvo en condiciones de temporal y sin adicion de
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nutrientes sintéticos durante tres afos. Las plantas fueron trasplantadas a bolsas
plasticas de polietileno negro calibre 700 con capacidad de 5 L, en una mezcla de
agrolita y turba negra en proporcion 1:1. Posterior al trasplante, se aplico riego a
saturacion con Raizal & de acuerdo con la recomendacion del fabricante. El cultivo
se establecio el tres de mayo del 2016.

La nutricion se realizé con base en la propuesta por Steiner (1961), ajustandola a
los niveles de nitrégeno a evaluar; las fuentes utilizadas fueron fosfato de potasio
(KH2POs4), nitrato de potasio (KNOs), nitrato de calcio (Ca[NOs]2), sulfato de
magnesio (MgSO0a4), sulfato de amonio ((NH4)2S04), &cido bérico (H3sBO3), sulfato de
magnesio (MnSOQa), sulfato de hierro (FeSO4), sulfato de zinc (ZnS0Oa4), sulfato de
cobre (CuSO0Oa).

Las soluciones nutritivas se aplicaron a través del riego, manteniendo el sustrato a
capacidad de campo, mismo que fue monitoreado una vez por semana mediante un

medidor de humedad para suelo Spectrumvr:

2.2.4 Manejo fitosanitario
Se aplicé mediante aspersion un fungicida organico de sulfocalcico, cada 15
dias, a una concentracion del 2 % con la finalidad de prevenir enfermedades de

manera preventiva.

2.2.5 Cosecha y postcosecha

La cosecha se realiz6 cortando la planta con tijeras, cuando la mitad de las espigas
florales se encontraban abiertas, durante las primeras horas del dia. Se hicieron
ramos de las inflorescencias poco densos, los cuales se secaron a temperatura
ambiente y en oscuridad, de acuerdo a las recomendaciones de Guerrero-Lagunes
(2012).

2.2.6 Variables estudiadas y analisis estadistico
Las variables dependientes evaluadas fueron: a) Altura de planta (AP), medida
cada 20 dias en cuatro ocasiones, con una cinta métrica (precision de 1 mm)

desde el cuello de la planta hasta el apice mas alto, b) peso humedo (PHTH) y
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peso seco (PSTH), de hojas con tallos; c) peso humedo (PHF) y peso seco
(PSF) de inflorescencias; d) area foliar por planta y area foliar total (cm?),
determinadas con un medidor de area foliar marca Licor, modelo 3100; e)
periodo de desarrollo de inflorescencias, para lo que se realizé un registro
fotografico del desarrollo de la inflorescencia cada dos dias y se cuantificé el
periodo de floracion completo de 48 plantas; se determind la media del periodo
total de floracion desde la aparicién del primordio floral hasta la apertura total de
las flores.

Los datos recogidos fueron sometidos a un analisis de varianza y comparacion

de medias por Tukey, (P <0.05) mediante el paquete estadistico JMP V. 12

2.3 Resultados y discusion
El periodo de cultivo desde el trasplante hasta la cosecha fue de 122 dias, en el que
se registr6 una temperatura media maxima de 38.95 °C, minima de 11.2 °C y

humedad relativa maxima de 95%, con minima de 10%.

2.3.1 Altura de planta

La mayor altura promedio fue de 74.66 cm, registrada en el tratamiento de 24 meq
L' de nitrégeno; sin embargo, el andlisis estadistico no muestra diferencias
estadisticas entre las medias de los tratamientos. La literatura reporta una altura de
150 cm en esta especie silvestre (BDMTM 2015).

2.3.2 Peso humedo y peso seco de tallos con hojas

El mayor rendimiento de PHTH y PSTH obtuvo con el tratamiento de 24 meq L' de
nitrogeno (478.25 y 174.1 g, respectivamente), en comparacion con el tratamiento
de 6 meq L' (429.50 y 156.32 g), el analisis estadistico no mostro diferencias entre

los tratamientos.

2.3.4 Peso humedo y peso seco de inflorescencias
El mayor rendimiento en el peso de inflorescencias humedas y secas (PHI y PSlI),
se obtuvo con la dosis 24 meq L' de nitrogeno (39.12 y 14.25 g, respectivamente),
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mientras que en la dosis de 6 meq L' de nitrogeno se obtuvieron (35.23 y 12.75 g,

respectivamente), pero sin diferencias estadisticas entre los tratamientos.

2.3.5 Area foliar
No se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos. El area foliar tanto

por planta como por tratamiento, presenté valores similares (Cuadro 3).

2.3.6 Periodo de desarrollo de inflorescencias

Los primeros primordios florales se presentaron 77 dias después de establecido el
cultivo y el periodo de floracion tuvo una duracion promedio de 25.55+1.57 dias. En
la Figura 4 se aprecia el desarrollo de las inflorescencias a través del tiempo en
lapsos de tres dias. Esta informacion resulta de vital importancia en esta especie,
no solo por la escasez de informacién sobre su crecimiento y desarrollo, sino debido
a que la produccioén de flores en las plantas aromaticas; es el principal objetivo de
produccion comercial para determinar el momento ideal de la cosecha (Guerrero-
Lagunes, 2010).
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Cuadro 3 Valores promedio de indicadores de crecimiento A. mexicana mexicana
en funcioén de la aportacion de nitrégeno.

Tratamiento. AP PHTH PSTH PHIg. PSI AFP AFT

mEq L cm g g g cm 2 cm 2

6 70.95 42950 156.32 35.23 12.75 45595 2724.28
a a a a a a

12 73.66 486.75 17710 33.86 1229 42843 2576.41
a a a a a a

18 68.53 477.75 17390 3443 1251 236.35 421.60
a a a a a a

24 7466 47825 17410 39.02 14.25 431.73 2565.50
a a a a a a

AP: Altura de planta, PHTH: biomasa humeda de tallos con hojas, RSTH: biomasa seca de tallos con hojas,

PHI: biomasa humeda de inflorescencias, PSI: biomasa seca de inflorescencias, AFT: area foliar total.

Figura 4 Registro fotografico del crecimiento de inflorescencias de A. mexicana
Ssp. mexicana. a) Aparicion del primer primordio floral, b) dia 4, c) dia 7, d) dia 10,
e) dia 13, f) dia 15, g) dia 17.
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Los resultados obtenidos en este ensayo experimental, muestran resultados
similares a los reportados en otras especies de la misma familia como lavanda
(Guerrero-Lagunes, 2010), donde, tras aplicarse diferentes dosis de fertilizacion
nitrogenada, no se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos en la
primera cosecha. De acuerdo con los mismos autores es a partir del segundo y
tercer afo de cultivo, cuando se aprecia la influencia del nitrégeno tanto en flores

como en tallos y hojas.

Aunque ha sido ampliamente documentado el efecto del N sobre el rendimiento de
diversas plantas aromaticas, entre las que destaca la albahaca, con un periodo de
produccion de aproximadamente 110 dias; en otro estudio realizado por Taie et al.
(2010) se apreciaron cambios importantes en el rendimiento hasta la segunda
cosecha. En este estudio, para la primera, el rendimiento medio de materia fresca y
seca de 13.4 y 2.8 g. por planta y para la segunda cosecha de 34.0 y 6.7 g. por
planta respectivamente, es decir, que a partir de la segunda cosecha, se puede

duplicar o triplicar el rendimiento en todos los valores de la planta (Taie et al., 2010).

En otras especies como Salvia oficinalis, se reportaron rendimientos de hojas y
tallos en peso fresco y seco, considerados bajos durante el primer afio de cosecha;
pero que se duplican y triplican a partir del segundo ano; mostrando ademas, que
el rendimiento va en decremento a partir del tercer y hasta el sexto afio de cultivo
(More et al., 2009).

Zambrano et al., (2013), realizaron un ensayo aplicando dos dosis de N (50 y 100
kg ha') a la especie Lippia Alba y Lippia origanoides, encontrando efectos
heterogéneos, pues mientras con la primera especie no se observaron efectos
significativos en el rendimiento de planta, con la segunda especie se encontro el
mayor rendimiento de peso seco de planta con la dosis de 100 kg ha™'. Este efecto
es el resultado del proceso de adaptacion que llevan a cabo ambas especies, pues

son recolectadas en regiones climaticas diferentes y luego introducidas al cultivo,

41



bajo las mismas condiciones agroclimaticas, por lo tanto, las diferencias pueden
deberse a que, mientras L. origanoides se cultiva en condiciones similares a las de
su habitat natural, L. alba es sometida a condiciones distintas a las de su centro de

origen y requiere por lo tanto un periodo de adaptacion.

En especies mas cercanas a la subespecie mexicana, como Melissa oficinallis, se
ha encontrado que mientras en el primer aio de cultivo, s6lo se consiguen de 3-4 t
ha-'de planta fresca, a partir del segundo afio el rendimiento puede duplicarse o
triplicarse (Fanlo 2009). La misma situacion puede identificarse en el caso de la
subespecie Agastache rugosa, pues tampoco se encontraron diferencias
significativas en rendimiento de materia seca y flores durante el primer afio de

cultivo con 18 'y 24 kg ha™'.

Si bien, el efecto positivo del N sobre el rendimiento de plantas aromaticas como
romero (Martinetti, 2006; Puttanna et al. 2010) patchouli (Singh y Rao, 2009),
albahaca (Sifola & Barbieri, 2006; Taie y Salama, 2010), melisa (Abbaszadeh et al.,
2009), hinojo (Hellal and Mahfouz, 2011), perifolio (El Gendy et al., 2015) ha sido
ampliamente demostrados, resulta indispensable sefalar que en estos casos, las
plantas se han cultivado bajo condiciones similares a las de su centro de origen, o
bien estuvieron durante un periodo considerable en las condiciones agroclimaticas

de cultivo, previo a la experimentacion.

Estos estudios sugieren que las especies aromaticas que son cultivadas bajo
condiciones agroclimaticas diferentes a las de su lugar de origen, requieren de un
periodo de adaptacion que puede durar uno o dos afnos dependiendo de la especie,
tras este periodo, se pueden conseguir efectos positivos en el rendimiento de todos
los valores de la planta, ya que solo se encuentran diferencias estadisticamente
significativas, a partir de la segunda cosecha o periodo anual. En este sentido debe
considerarse que la especie estudiada en la presente investigacion, es una planta
silvestre, que ha sido sometida a condiciones agroclimaticas diferentes a las de su

estado natural, siendo las de mayor importancia la altitud y la temperatura; ya que
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se cultivo a una altitud de 2200 msnm y con temperaturas medias maximas de 38.95
°C, minimas de 11.2 °C; mientras que en su habitat natural se encuentra a 2920
msnm con temperaturas medias maximas de 33 ° C y minimas de 13 ° C, en el mes

mas caluroso (mayo).

Al respecto, varios autores (Dudareva and Negre, 2005; Franz, 2010; Isman et al.,
2011) sugieren, que en poblaciones silvestres se presenta gran heterogeneidad en
cuanto a los valores de rendimiento, ya que las condiciones agroclimaticas son poco
controladas en el habitat, requiriendo por lo tanto condiciones de nutricion estrictas
y condiciones agroclimaticas similares a las del centro de origen, para obtener
resultados positivos, o bien un periodo de adaptacion, como se ha reportado en las

especies descritas anteriormente.

2.4 Conclusiones

No se encontraron diferencias estadisticas entre las diferentes dosis de fertilizacion
nitrogenada, en ninguna de las variables medidas. La literatura consultada sugiere
que este resultado se debe a que la especie estudiada fue sometida a condiciones
agroclimaticas de temperatura, altitud y humedad relativa, diferentes a las de su
habitat silvestre y requiere, por lo tanto, un periodo de adaptacién de al menos un
ciclo vegetativo completo. Se requiere generar mas informaciéon experimental para
determinar la influencia del N sobre los valores de rendimiento de la especie bajo
estudio.

El rendimiento de materia seca para esta especie es del 36.4 %, presenta un periodo
promedio de floracion de 25.55+1.57 dias, que inicia a los 77 dias después del

trasplante. El presente estudio, es el primero para el cultivo de esta especie.
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Capitulo lll. Aportacion a la Morfoanatomia, viabilidad y germinaciéon de

semillas silvestres de Agastache mexicana ssp. mexicana

3.1 Introduccion

Se les conoce como Agastache a un grupo de 22 especies y subespecies de la
familia Lamiaceae, originarias principalmente en México y Estados Unidos; entre las
caracteristicas que las diferencian destacan el color de las inflorescencias (rosa,
morado, blanco y amarillo) y el quimiotipo de su aceite esencial (Zielinska y
Matkowski 2014).

Algunas especies, principalmente nativas de Estados Unidos y Asia, se cultivan con
multiples propdsitos: como ornamentales por la belleza de sus inflorescencias, como
planta seca para tisanas y para la extraccion de su aceite esencial (Omidbaigi et al.,
2008). Este ultimo, es el proposito de mayor relevancia econdmica, ya que los
componentes activos presentes en este aceite esencial muestran efectos
farmacéuticos de diversa indole: antidepresivo, espasmolitico, antiinflamatorio y
anticonceptivo (Gonzalez-Ramirez et al., 2012; Hernandez-Abreu et al., 2013;
Verano et al., 2013; Estrada-Reyes et al., 2014; Gonzalez-Trujano et al., 2015).

Agastache mexicana ssp. mexicana es una subespecie nativa de México conocida
comunmente como toronjil morado; ademas de su importancia farmacéutica, tiene
gran relevancia cultural en el pais, ya que se utiliza desde la época prehispanica en
diversos padecimientos, como antiespasmddico, para el tratamiento de
enfermedades del corazén y para el “susto” , “enfriamiento” y “nervios”; en
comunidades indigenas (Estrada-Reyes et al., 2014). Aunque se comercializa
ampliamente como planta seca, alrededor del 85% proviene de recolecta de sus
poblaciones silvestres, ya que no se cultiva a escala comercial (Juarez-Rosete et
al., 2013; Santillan-Ramirez et al., 2008).

Pese a ello, la especie no ha sido suficientemente estudiado en lo que respecta a
su reproduccion y cultivo, por lo que falta por conocer sus caracteristicas
morfoldgicas, anatdmicas ni los procesos para su reproduccion mediante semilla.

En este sentido, la presente investigacion tiene como objetivo realizar la
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caracterizacion morfoanatomica de semillas de A mexicana ssp. Mexicana,
determinar su viabilidad, germinacion y vigor para con ello, contribuir al

conocimiento de la especie.

3.2 Materiales y método
Las pruebas de germinacion y viabilidad se realizaron en el Laboratorio de Fisiologia
y Tecnologia de Cultivos de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad

Xochimilco.

3.2.1 Recolecta de semillas

Las semillas de obtuvieron a partir de una colecta dirigida de inflorescencias
silvestres, el 26 de diciembre del 2015, en la zona montanosa de Santa Ana Milpa
Alta, Ciudad de México, ubicada a una altitud de 2960 msnm; donde predomina un
clima templado humedo con vegetacion de bosque de pino-encino (ws). Las
semillas fueron almacenadas en sobres de papel a temperatura ambiente y en

oscuridad hasta su uso.

3.2.2 Caracterizacion morfoanatomica de las semillas.

Para la caracterizacién morfoanatémica de las semillas, se realizaron secciones de
forma longitudinal y transversal para ser observadas bajo microscopio optico y se
tomaron fotografias digitales para la documentacion. Para la descripcion se utilizd
la terminologia propuesta por Niembro (1989). El peso de semillas se realizd de

acuerdo a las recomendaciones del ISTA (1999) en una balanza analitica.

3.2.3 Viabilidad

Para conocer la viabilidad, las semillas se mantuvieron en remojo durante 24 horas,
se les retiraron la testa y el tegmen para permitir la tincion, debido a la
impermeabilidad de éstas estructuras. Fueron sumergidas en una solucion de
tetrazolio al 1% y se mantuvieron durante tres horas a 30°C, en estufa (ISTA, 1999).

Las semillas fueron analizadas bajo microscopio 6ptico y se cuantificaron como
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viables las que presentaron tincion completa en el embrion, y como no viables las

que presentaron tincion incompleta o palida.

3.2.4 Germinacion

Para realizar la prueba de germinacion, las semillas fueron colocadas en cajas
plasticas con algodén estéril y fueron humedecidas con agua destilada cada dos
dias. Las cajas se mantuvieron durante 28 dias en una estufa en oscuridad, a 25°C
(ISTA, 1999). Debido al tamarfio de la semilla y la radicula, se observaron cada 48
horas bajo microscopio 6ptico y se consideraron como germinadas las que emitieron
radicula de 1 mm.

La germinacion fue graficada en una curva tipica de germinacion acumulada y

germinacion media diaria. Adicionalmente, se calcularon los siguientes indices:

a) Uniformidad germinativa. Con esta variable se obtienen la magnitud

entre los tiempos de respuesta de la germinacion. Para describirla se utilizo:

b) Periodo germinativo: diferencia entre el inicio de la germinacioén y el

final de esta (al 100%).

c¢) Valor germinativo o indice de Maguire: Se refiere a la maxima germinacion
media diaria y es un parametro que describe la calidad de
germinacién. Para su calculo se utilizé el valor germinativo de Maguire
(1962) mediante la formula:

IVG=P1/T1+P2/T2+P3/T3...Pn/Tn

Dénde: P1, P2, P3..., Pn = numero de plantulas normales, germinadas y
completas en el primer, segundo, tercer y ultimo conteo de la evaluacion.

T1, T2, T3,..., Tn = tiempo en dias para cada germinacion.

3.2.5 Analisis de datos
Los resultados de micrometria y viabilidad de semillas, se analizaron mediante

pruebas estadisticas descriptivas en el software JMP V 12.
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Caracterizacion morfoanatémica de la semilla

Cada flor contiene cuatro I6culos, cada uno con cuatro semillas; éstas se desarrollan
en el interior de frutos aquenios, presentan una forma obovada, se clasifican en el
grupo de tamafio pequefio (de 1.0 a 5.0 mm de largo); el peso de 1000 semillas fue
de 373 mg. Se encuentran desnudas y presentan una cubierta seminal con
coloracion de castafo oscuro a negra, con reflejabilidad mate, de consistencia
papiracea, superficie corrugada; sin ala (Figura 5). El hilo es conspicuo, en posicion
basal, de forma lineal, con coloracién negra. El micrépilo es conspicuo. El
endospermo es abundante con forma uniforme, coloracion blanquecina vy

consistencia carnosa. Se encuentra rodeando completamente el embridn.

Las semillas no presentan gametofito femenino y presentan un embrién basal
ancho, de coloracion blanquecina, con dos cotiledones de apariencia gruesa y
carnosa, con forma ovada, superficie lisa, margen entero, apice apiculado, de base
redondeada. Se encuentran separados entre si y son de igual tamafo, con
vernacion conduplicada. La radicula se encuentra totalmente saliente, es inferior,

presenta una superficie glabra y se encuentra dirigida hacia el hilio.
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Figura 5 Testa (a), tegmen (b) y semilla desnuda (c) de Agastache mexicana ssp.
mexicana.

3.3.2 Prueba de Viabilidad
Tanto la testa como el tegmen de las semillas son impermeables, por lo que esta
semilla presenta dormancia exdgena, del tipo fisica; por ende, estas estructuras

fueron retiradas para el analisis de viabilidad.

De acuerdo con el analisis estadistico se encontré6 un porcentaje promedio de
semillas viables del 71 £ 26.80 y un porcentaje promedio de semillas no viables del
29 + 26.8.

3.3.3 Germinacion

3.3.3.1 Test de germinacion

La germinacion de las semillas comenzo el dia seis; el dia siete se presento el primer
incremento constante de la germinacion, alcanzando un 12 % acumulada. Es hasta
el dia 11, donde se reanuda la germinacion alcanzando el 20 % de germinacion
acumulada y a partir del dia 13, es cuando se mantiene un incremento constante

que alcanza el 39 % acumulado hasta término de la evaluacion.

En lo que respecta a la germinaciéon media diaria, se observaron valores constantes
y por debajo del 1 % de germinacion, a excepcion del dia siete, donde se aprecia la

maxima media diaria de germinacion de 1.57 % (Figura 6).
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Figura 6 Curva de germinacion acumulada y germinacion media diaria de A.
mexicana ssp. mexicana

El periodo germinativo fue de 22 dias, este valor hace referencia a la magnitud de
las diferencias en el tiempo de germinacion. En lo referente al valor germinativo o
indice de Maguire, se encontré que fue de 0.42; es decir la maxima germinacion
media diaria, que es un parametro que describe la calidad de germinacién.

3.4 Discusion

Aparentemente, el presente estudio representa el primer reporte morfométrico de
las semillas de esta especie endémica de México, por lo que proporciona
informacion puntual para el conocimiento, reproduccion y conservacion de la
especie. Ensayos de este tipo en plantas aromaticas y medicinales, han adquirido
gran importancia en el mundo, no s6lo por su aportacion al conocimiento bioldgico,

sino también, por el valor econdmico de estas especies, que proporcionan
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informacion valiosa para su identificacion en la industria de los fitomedicamentos y
aceites esenciales, lo que asegura su autenticidad y la de sus componentes

quimicos (Di Sapio et al., 2012).

Su utilidad se extiende también a otros campos de la ciencia, como lo sefala Nufiez-
Colin et al. (2011) : “La morfometria de las semillas resulta util para el estudio de la
variabilidad biolégica, que es el resultado de la adaptacién de la especie a las

condiciones medioamientales”.

A. mexicana ssp. mexicana, comparte caracteristicas similares de micrometria,
coloracion, peso, forma y consistencia con especies de la misma familia, como
Salvia hispanica L. (di Sapio et al., 2012) y Rosmarinus officinalis L. (Mosquero et
al., 2004) y caracteristicas casi idénticas con Melisa officinalis L (Winiarczyk et al.,
2016).

En lo que respecta al porcentaje de viabilidad de las semillas estudiadas (71%
26.80%), los valores cuantificados se encuentra por encima de los de otras
especies como Calendula officinalis, que presenté una proporcion del 55 % de
viabilidad en semillas sin tratamientos (Victoria, 2006) y en rangos similares a los
de Melissa oficinallis L, para los que se reportaron proporciones del 64 al 87 % de
viabilidad (Winiarczyk et al., 2016).

Tanto los porcentajes de viabilidad como su variabilidad son elevados en esta
especie; ambas caracteristicas se consideran comunes en especies silvestres,
particularmente en la familia Lamieaceae para la cual se han reportado valores altos
de variabilidad de parametros de anatomia y fisiologia en poblaciones de semillas,
como también ocurre en las especies aromaticas: lavanda, orégano y tomillo
(Coelho et al., 2012)

Si bien, las caracteristicas morfolégicas de las semillas son normales y la viabilidad
elevada; las semillas presentaron baja capacidad y valor germinativo durante el
periodo evaluado. De acuerdo con Serri et al. (2011), los valores de germinacion

total menores al 50%, corresponden a semillas durmientes; lo cual coincide con los
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resultados de este estudio, ya que la especie posee una testa y tegmen

impermeables, es decir que las semillas presentan dormancia fisica.

Este comportamiento, se presenta en especies cercanas como Lepechinia
chamaedryoides, una especie nativa de Chile, perteneciente a la misma familia;
con la que solo se consiguen porcentajes de germinacién acumulada del 3y 2 %
aun con escarificacion quimica (Serri et al., 2011). En igual situacion, las
subespecies Lavandula Stoechas, Luisieri y sampaiana, presentan una capacidad
germinativa del 50 y 26.7 % respectivamente; lo cual sélo se pudo incrementar,
eliminando la testa a través de escarificacion quimica, con lo que se logré conseguir

el 83 % de germinacion acumulada (Cabello et al., 1998).

Las semillas con dormicion fisica presentan baja capacidad germinativa, ya que las
células de la testa y/o tegmen se encuentran compactadas y apretadas, lo que les
proporciona impermeabilidad, obstruyendo el paso del agua hacia el embrién vy la
activacién del proceso de germinacion (Serri et al., 2011); en esta familia de plantas,
en general, la testa presenta una capa de células esclereidas en empalizada
(Martin-Mosquero 2006). La impermeabilidad les proporciona alta tolerancia al
secado y por ende un bajo contenido de humedad que les permite mantenerse
viables en condiciones ambientales extremas y de larga duracion (Camacho-Morfin,
2011). En este sentido y de acuerdo con la revision bibliografica, el origen geografico
de la especie esta relacionado con el tipo de dormancia de las semillas; siendo
especies nativas y silvestres expuestas a condiciones extremas, las que pudieran

presentar este comportamiento.

Entre la familia Lamiaceae, un gran numero de especies, se comportan de esta
manera; en tomillo y satureja, se ha documentado que las condiciones ambientales
particulares del lugar de origen, limitan la germinacién de las semillas, como una
estrategia para su sobrevivencia (Thanos y Doussi 1995). En tomillo endémico de
Portugal, un ensayo realizado por Coelho et al. (2012), demuestra que las
condiciones geograficas inciden de forma determinante en el valor germinativo,

encontrando diferencias significativas entre regiones: porcentajes del 30£9.3 en
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Olhio, 48+5.66 en Tunez y 60+2.83 en Algoz, bajo las mismas condiciones de

germinacion.

De acuerdo con Baskin y Baskin (1985), entre la dormancia exdgena, la fisica es
considerada uno de los tipos mas evolucionados de dormicion, ya que su ocurrencia
esta limitada a unas cuantas familias de plantas como la Lamiaceae, y se presenta
s6lo en angiospermas, siendo la mayoria dicotiledéneas. Es pues, una estrategia
adaptativa de las plantas, ante las condiciones del medio, para mantener una
reserva de semillas en el suelo e incrementar su probabilidad de sobrevivencia (Di
Sapio et al., 2012; Mosquero et al., 2004).

3.5 Conclusiones
a) Las caracteristicas morfométricas de las semillas de A. mexicana ssp.
mexicana son similares a las de especies de la misma familia como salvia,
romero y melisa.
b) A. mexicana ssp. mexicana presentd proporciones de viabilidad y
variabilidad elevados (71+ 26.80), propios de especies silvestres de la familia
Lamiaceae.
C) Los valores germinativos fueron bajos: la capacidad germinativa fue
del 39 % vy el valor germinativo o indice de Maguire de 0.41 %, lo cual
obedece a la dormancia fisica que presentan estas semillas, lo que se
atribuye a que las células de la testa y/o tegmen se encuentran compactadas,
proporcionando impermeabilidad y obstruyendo el paso del agua hacia el
embrion y la activacion del proceso de germinacion.
d) Los resultados obtenidos, son especificos de las especies
muestreadas en las localidades en el sur del Valle de la Ciudad de México y
no deben generalizarse para la especie y subespecie en el pais, ya que ésta
se encuentra distribuida en condiciones geograficas contrastantes a lo largo

del pais.
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