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RESUMEN

El orégano mexicano (Lippia graveolens) crece de forma silvestre en las zonas
aridas del pais, donde el principal factor que promueve la produccién interna de
metabolitos secundarios{ XE "metabolitos secundarios" }, es el estrés hidrico,
altamente demandados debido a su utilidad en areas como la medicina y la
industria alimenticia, en especial sus aceites esenciales{ XE "aceites esenciales" }
que poseen propiedades antioxidantes y antibacterianas. En los cultivos in vitro de
esta planta al no haber estrés hidrico la produccion de aceites esenciales es casi
nula por lo que fue necesario utilizar herramientas como el uso de hormonas
vegetales auxinas y citoquininas como Benziladenina (BA) y acido Naftalenacético
(NAA) y compuestos como el Polietilenglicol (PEG) y el acido Abscisico (ABA)
para inducir multiplicacion de brotes y estrés hidrico.

En el presente estudio, se adicionaron BA y NAA a los medios de cultivos para la
induccion de multiplicacion de brotes. Los tratamientos Tg- 44 nM NAA/3.5 uM BA
T10= 54nM NAA/3.5 yM BA  T11- 54nM NAA/4.5 uyM BA Ti12- 54nM NAA/5.5 uM
BA, fueron los tratamientos que mejor funcionaron en cuanto a la induccién de
multiplicacion de brotes, obteniendo el mayor numero de brotes por planta de 13 a
25. Las plantas que estuvieron sometidas a mayor estrés hidrico, medido por el
porcentaje de pérdida de electrolitos, conductividad eléctrica relativa (CER) fueron
las que estuvieron bajo los tratamientos ABA 2 (10 uM) (CER, 40.45%), ABA 3
(100 uM) (CER, 46.46 %) y PEG 3 (10%) (CER, 49.14%). El analisis de las
muestras con cromatografia de Gases (FID) indicé que los aceites esenciales de
los tratamientos ABA1 y ABA 2 fueron presentaron los metabolitos secundarios
caracteristicos, timol, p-cimeno y carvacrol. El tratamiento con PEG 3 presento la
mayor concentracion de timol de las muestras, confirmando que el estrés hidrico

es uno de los factores mas importantes para la produccion de aceites esenciales.

Palabras clave: Lippia graveolens, Cultivo in vitro, timol, p-cimeno, carvacrol.



SUMMARY

Mexican oregano (Lippia graveolens) grows wild in arid areas of Mexico.
Secondary metabolites of oregano have high demand because of their uses in
areas such as medicine and food industry, and particularly, because their essential
oils have antibacterial and antioxidant properties. The main factor that promotes
the production of secondary metabolites is water stress. With the absence of water
stress in in vitro cultivation of the oregano, the essential oil production is almost
null, so is necessary use tools, like vegetal hormones such as auxins and
cytokinins as Benzyladenine (BA) and Naphtalenacetic acid (NAA), compounds
like Polyetileneglycol (PEG) and Abscisic acid (ABA) for the induction of shoot
multiplication and water stress to evaluate the production of essential oils de in
response to these factors . Were added { XE "estrés hidrico" } BA y NAA to the
culture medium to the induction of shoot multiplication, treatments T¢- 44 nM
NAA/3.5 uM BA  Tio= 54nM NAA/3.5 uM BA  Ti11= 54nM NAA/4.5 uM BA Tio-
54nM NAA/5.5 uM BA, were the best functioned, getting the greatest number of
shoots for plant from 13 to 25. While the plants were subjected to higher water
stress measured by the percentage electrolyte loss, Relative Electrical
Conductivity (REC) were those that were subjected to treatments ABA 2 (10 uM)
(REC, 40.45%), ABA 3 (100 pM) (REC, 46.46 %) and PEG 3 (10%) (REC,
49.14%) coinciding with this by analyzing the samples with gas chromatography
(FID) resulting ABA1 y ABA 2 were the treatments that showed the 3 compounds
searched tymol, p-cymene and carvacrol, while PEG 3 showed the highest
concentration of tymol among all the samples confirming that water stress is one of

the factors more importants for the production of essential oils.

Palabras clave: Lippia graveolens, in vitro cultivation, thymol, p-cymene.

Carvacrol.
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l. INTRODUCCION

El nombre "orégano” se ha asignado a mas de dos docenas de diferentes
especies de plantas, con flores y hojas que presentan un olor caracteristico. Las
hojas secas del Origanum vulgare L. nativo de Europa y de Lippia graveolens{ XE
"Lippia graveolens" }, planta nativa de México son de uso culinario comun (Pierce
1999). El género Origanum pertenece a la familia Lamiaceae, mientras que Lippia
graveolens, a la familia Verbenacea. La hoja del orégano se usa no solo como
condimento de alimentos sino también en la elaboracién de cosméticos, farmacos
y licores; usos que lo han convertido en un producto de exportacion.
Adicionalmente, la Organizacion Mundial de la Salud estima que cerca del 80% de
la poblacion en el mundo usa extractos vegetales o sus compuestos activos, por

ejemplo los terpenoides, para sus cuidados primarios de salud (Arcila et al., 2004).

En cuanto a los estudios de manejo hechos sobre el orégano, los trabajos
que se han llevado a cabo han sido en su mayoria sobre el recurso silvestre, casi
todos relacionados con aspectos de inventario, rendimiento de hoja seca, asi

como modelos para cuantificar y predecir la produccién (Bautista et al., 1990)

El valor del orégano esta intimamente relacionado con la produccién de
metabolitos secundarios{ XE "metabolitos secundarios" } en especial de sus
aceites esenciales{ XE "aceites esenciales" }. Muchos compuestos fitoquimicos
que se originan en la planta tienen funciones metabdlicas importantes,
respondiendo al estrés ambiental para su sobrevivencia a través de las
generaciones. Estos metabolitos se producen como respuesta al estrés ambiental,
en especial el estrés hidrico{ XE "estrés hidrico" } que incrementa sus
concentraciones (Penuelas y Llucsia, 1997). Por esta razoén el orégano cultivado
no posee altos estandares de calidad en cuanto a sus aceites esenciales, debido a

que la planta no esta sometida a estrés ambiental.



Aunque ya ha sido probado que el manejo agricola del orégano disminuye
su calidad (Carriles 1994) se puede recurrir a la biotecnologia{ XE "biotecnologia"

} como una herramienta para la mejora de las caracteristicas de esta planta.

El cultivo in vitro{ XE "cultivo in vitro" } permite la proliferacion de tejidos
particulares por ejemplo, callo derivado de hojas o plantas completas a partir de
brotes vegetativos. Hasta el momento, no se sabe si la produccion de aceites
esenciales{ XE "aceites esenciales" } se puede generar a partir de tejidos
aislados, como lo son callos derivados de hojas o brotes nuevos producidos in
vitro. Se desconoce si la presencia de hormonas{ XE "hormonas" } aplicadas
externamente influye en la produccibn de  metabolitos secundarios{ XE
"metabolitos secundarios" }. Una de las hormonas que se producen en
condiciones de estrés es el acido abscisico{ XE "acido absicico" } (ABA) el cual es
un regulador de crecimiento vegetal que se sintetiza en los plastidios,
fundamentalmente en los cloroplastos. Un aumento en la concentracion de este
regulador en la hoja como respuesta a un estrés hidrico{ XE "estrés hidrico" }
causa el cierre de estomas, disminuye la transpiracién, inhibe el crecimiento de la

planta y el desarrollo de las semillas y los frutos (Krikorian, 1995).

Otros reguladores de crecimiento vegetal{ XE "hormonas" } como las
auxinas{ XE "auxinas" }, promueven el crecimiento y diferenciacion celular, por lo
tanto el crecimiento en longitud de la planta estimula el crecimiento y maduracion
de los frutos y la floracion. Las citoquininas{ XE "citoquininas" } son reguladores
de crecimiento vegetales naturales que estimulan la divisién celular en tejidos no
meristematicos, estimulan la germinacion de semillas asi como la induccién de la
formacion de brotes (Krikorian, 1995). El uso de este tipo de compuestos modifica

las condiciones de crecimiento de la planta.

Se sabe que las condiciones comunes del cultivo in vitro no favorecen la
produccion de aceites puesto que la humedad relativa es muy alta; en el medio de
cultivo se puede manipular osmoéticamente la disponibilidad de agua simulando asi
un estrés hidrico{ XE "estrés hidrico" } que podria favorecer la produccion de los

aceites en las plantas o tejidos del orégano in vitro (Cardenas 2002).

2



En este proyecto se evalu6 la presencia de los compuestos timol,
carvacrol y p-cimeno en extractos hexanicos obtenidos de las plantas de orégano
expuestas a tratamientos de induccién de estrés hidrico y proliferacion de brotes.
Estos metabolitos, le dan a la planta de orégano caracteristicas de gran interés en
la industria.



. ANTECEDENTES

Produccion nacional de orégano (Lippia graveolens)

El orégano del género Origanum (europeo) se extrae generalmente de
plantaciones bien establecidas, mientras que el mexicano se obtiene de
poblaciones silvestres de casi todo el territorio nacional, sin un plan de manejo. Se
sabe que los pobladores de las zonas semiaridas del pais recolectan esta planta
en los meses de agosto a septiembre y la venden, lo cual significa un ingreso
importante en estos meses. Actualmente existen varios grupos de oreganeros que

ya se encuentran organizados y comercializan la hoja (Oliver, 1996).

Ya se ha mencionado que las especies mexicanas de orégano se
caracterizan por ser plantas que crecen principalmente en climas secos y las
europeas en climas mediterraneos. Las condiciones ambientales donde habitan
estas especies reflejan la cantidad y composicion de sus aceites esenciales, de tal
manera que el orégano mexicano es descrito con un sabor mucho mas fuerte y
con una mayor cantidad de aceites esenciales (3-4%) a comparacion del orégano

europeo que contiene entre 2-2.5% (Oliver, 1996).

El volumen de la produccion de orégano en México ha llegado a ser de 2559
ton (en 1989), lo que representa un valor monetario de 3.2 millones de ddlares,
aunque este volumen ha variado entre 1100 y 1800 ton anuales lo que representa
de 1 a 2 millones de dodlares dependiendo de la variacion de precios en el

mercado.

Cavazos (1991) senala que el pastoreo y la cosecha intensa pueden afectar
negativamente la produccion de hojas ya que la mayor produccidén proviene de
areas con pastoreo moderado y que el pastoreo puede tener efectos negativos en

su habitat o afectar directamente la estructura de edades de esta especie.



Se estima que en 2002 las exportaciones de orégano seco no
manufacturado con destino a los Estados Unidos fueron de 6, 648,313 kilogramos;

México contribuyd con 2,143 ,377 kilogramos, solo por debajo de Turquia.

Caracteristicas generales del orégano (Lippia graveolens)

El orégano mexicano crece de forma silvestre en climas secos y semisecos,
se distribuye desde Texas hasta Nuevo México en Estados Unidos, asi como en

México y Sudameérica (Correl y Johnston, 1970).

La distribucién de Lippia graveolens en México, ocurre en los estados de
Chihuahua, Durango, Jalisco, Zacatecas, Puebla, Querétaro, Tamaulipas, Oaxaca

y Sinaloa principalmente (Martinez, 1979).

Garcia (1973), menciona que en las altitudes de 1400 a 1600 msnm, es
donde se distribuyen la mayoria de las poblaciones de orégano, en suelos
pedregosos, ligeramente alcalinos con un pH de 7.3 a 7.6; clima seco semicalido,
con precipitaciones en verano no mayores a los 300 mm de promedio anual. Se
alcanza una produccion nacional anual de 350 toneladas y se exporta
principalmente a paises como: Estados Unidos, Espafa, Reino Unido y Singapur
(Gutiérrez, 2007).

Taxonomia

Segun SEMARNAT (2001) la taxonomia del orégano mexicano es.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsidae

Orden: Lamiales

Familia: Verbenaceae



Esta planta es un arbusto caducifolio, muy ramificado que normalmente
llega a alcanzar 2.50 m, de altura y 1.20 m, de diametro de cobertura foliar aunque
en las poblaciones de bajo aprovechamiento miden de 0.70 m a 1.20 m de altura'y
de 0.30 a 0.80 m, de diametro de cobertura dependiendo de las condiciones

especificas y la edad de la planta (Martinez et al, 1979).

Caracteristicas guimicas del orégano.

Con el nombre de orégano se conocen a dos grandes grupos: el orégano
mediterraneo o europeo y el mexicano. El primero proviene del genero Origanum
vulgare subs. hirtum (orégano griego) y O. vulgare subs. gracite (orégano
turco). El orégano mexicano proviene de dos especies de la Familia

Verbenaceae: Lippia palmeri y principalmente de L. graveolens (Huerta, 1997).

Figura 2.1 Planta de orégano Lippia graveolens

La composicion quimica y la produccion de metabolitos secundarios del
orégano, depende de la especie, el clima, la altitud, la época de recoleccién y el

estado de crecimiento de la planta (Arcila et al., 2004).



Se han reportado gran cantidad de compuestos aromaticos: limoneno,
terpineno, o-cimeno, a-pineno, mirceno y p-cimeno, asi como el carvacrol y timol,
siendo estos dos ultimos los de mayor abundancia y los que le proporcionan al
orégano algunas de sus principales caracteristicas sensoriales y antimicrobianas
(Leite et al, 2006; Diaz y Pérez, 2006; Lambert et al., 2001); algunos alcoholes
monoterpénicos como linalol y 4-terpineol, ademas contiene minerales como
potasio, magnesio, manganeso, cobre, hierro y zinc; taninos y vitaminas: niacina y
B-caroteno (Gotsiu et al., 2002).

El orégano posee propiedades importantes como antioxidante (al contener
cerca de 20 compuestos con dicha propiedad) antiespasmaodico, expectorante,
carminativo y antiséptico (Triantaphyllou et al., 2007).
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Figura 2.2 Principales compuestos presentes en el orégano (Dewick, 1997).



Usos del orégano

Huerta (1997), menciona que la mayoria de las especies de orégano
poseen notables propiedades medicinales, que se explican por la extraordinaria y
compleja composicidn quimica que tienen estas plantas. En la practica terapéutica
(herbolaria) las especies de orégano europeas (Origanum spp) y las mexicanas

(Lippia spp) se administran para las mismas dolencias.

Las hojas y los tallos del orégano contienen aceite esencial, sustancias
tédnicas, un principio amargo, goma-resina, entre otras; la esencia tiene como
componentes principal, el carvacrol y también contiene timol, alfa-pineno, cimeno,
terpenos, principalmente. Estos elementos le dan propiedades tonicas: amargo-
excitante, antisépticas, expectorantes, diuréticas y sudorificas; también se le
considera un producto duradero de consumo final, ya que una vez deshidratado
conserva sus propiedades y no sufre descomposicion. En base a sus propiedades,
en México se usa ademas de condimento para alimentos, como medicina popular,
en forma de infusiones para la tos, colicos, padecimientos de los rifiones, fiebre y

enfermedades de las vias respiratorias.

Existen multiples estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos
de diferentes tipos de orégano. Se ha encontrado que los aceites esenciales de
las especies del género Origanum presentan actividad contra bacterias Gram
negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Yersinia enterocolitica y Enterobacter cloacae; y las Gram positivas como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y
Bacillus subtilis). Tienen ademas capacidad antifungicida contra Candida albicans,
C.tropicalis, Torulopsis glabrata, Aspergillus niger, Geotrichum y Rhodotorula. Se
ha evaluado la actividad antimicrobiana de los componentes aislados, asi como el
del aceite esencial. Los fenoles carvacrol y timol poseen los niveles mas altos de
actividad contra microorganismos Gram negativos, excepto para Pseudomonas

aeruginosa, siendo el timol el mas activo. Los valores de la concentracién minima



inhibitoria (CMI) para los aceites esenciales se han establecido entre 0.28-1.27

mg/ml para bacterias, y de 0.65-1.27 mg/ml para hongos (Arcila, 2004).

Ya se ha mencionado que el orégano cultivado no tiene las mismas
propiedades que el orégano silvestre; pero hay pocas investigaciones que
involucran al cultivo in vitro y el manejo de induccion de estrés hidrico con la
planta de orégano para analizar la produccion de aceite esencial como respuesta
al estrés, lo cual podria resultar una herramienta que pudiera contribuir a

establecer una alternativa en la produccion de los aceites esenciales.

Cultivo in vitro

La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de
un frasco de vidrio en un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las plantas tiene
dos caracteristicas fundamentales: la asepsia (ausencia de gérmenes, etc.), y el
control de los factores que afectan el crecimiento. El avance alcanzado por las
ciencias biolégicas ha permitido en los ultimos afos el estudio detallado de las
plantas tanto a nivel celular como molecular, y en condiciones de laboratorio es
posible actualmente reproducir todos los factores que puedan incidir en el

crecimiento y desarrollo de las plantas (Castillo et al., 1999).

Reproducir en condiciones de laboratorio todos los factores que conforman
el ambiente de la planta en la naturaleza es técnicamente muy complejo. Por esa
razon se realiza una simplificacion de la realidad escogiendo aquellos factores que
se puedan mantener controlados. Con finalidad puramente descriptiva se puede
clasificar los principales factores no biolégicos que afectaran al desarrollo del

cultivo in vitro (Castillo et al., 1999):



Ambiente quimico
e [JComposicién del medio de cultivo
e Fuerza osmodtica

e [IpH

Ambiente fisico

[ltemperatura

"lluz y fotoperiodo

[Jhumedad

La metodologia de cultivo in vitro permite mejorar el acceso a una gran
cantidad de plantas a partir de cantidades minimas de material vegetal, y su

desarrollo productivo representa una oportunidad de crecimiento y diversificacion.

Uso de hormonas vegetales para lainduccion de brotes en plantas.

Las fitohormonas son moléculas organicas que se producen en una region
de la planta y que normalmente se trasladan hacia otra regidn, en la cual se
encargan de iniciar, terminar, acelerar o desacelerar un proceso, su efecto lo
producen actuando en muy bajas concentraciones Pertenecen a cinco grupos
conocidos de compuestos que ocurren en forma natural, cada uno de los cuales
exhibe propiedades fuertes de regulacion del crecimiento en plantas. Se incluyen
al etileno, auxinas, giberelinas, citoquininas y el acido abscisico, cada uno con su
estructura particular y activos a muy bajas concentraciones dentro de la planta
(Rojas 1993).

Auxinas
Las auxinas mas utilizadas son el acido indolacético, el acido indenoacético,

el acido 2-benzofuranacético, el acido 3-benzofuranacético, el acido

naftalenacético, entre otros (Azcon et al., 1996).
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Los principales procesos organicos que controlan las auxinas son: iniciacion
de la radicula y raices adventicias, retencién de flores y frutos, paso de flor a fruto,
juventud del follaje (interaccion compleja) y tropismos. Las auxinas a bajas
concentraciones estimulan el metabolismo y desarrollo y a concentraciones altas

lo deprimen (Azcon et al., 1996).

Las auxinas intervienen basicamente en dos estados del enraizamiento:

o El primero, en el cual se forman los meristemos radiculares, estado inicial
de su crecimiento. Este a su vez se puede dividir en un estado activo de
accion de las auxinas en el cual debe haber una continua presencia de
auxinas, pudiendo éstas venir de los brotes terminales o laterales o de una
aplicacion externa, y una segunda etapa, la cual se puede denominar como
de auxinas inactivas, ya que estan presentes en la raiz cuatro dias mas

pero no tienen ningun efecto adverso en su formacion.

« En la segunda etapa se da la elongacién de los primordios radicales, en
ésta la nueva raiz atraviesa la corteza hasta emerger de la epidermis del
tallo, se forma un sistema vascular en la nueva raiz y se fusiona a los
tejidos vasculares del tallo, una vez llegado a éste punto ya no hay mayor

respuesta a las auxinas (Azcon et al., 1996).

Citoquininas:

Algunas de las citoquininas mas usadas son Zeatina, Kinetina y
Benziladenina, se sintetizan en los meristemos apicales de las raices, aunque

también se producen en los tejidos embrionarios y en las frutas.

Se transportan en la planta por via acropétala, desde el apice de la raiz
hasta los tallos, moviéndose a través de la savia en los vasos correspondientes al
xilema (Rojas 1993).

Las funciones a destacar de las citoquininas son:

1. Estimulan la division celular y el crecimiento.
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2. Inhiben el desarrollo de raices laterales.

3. Rompen la latencia de las yemas auxiliares.

4. Promueven la organogénesis en los callos celulares

5. Retrasan la senescencia 6 envejecimiento de los érganos vegetales.

6. Promueven la expansion celular en cotiledones y hojas.

7. Promueven el desarrollo de los cloroplastos.

Con la ayuda de las citoquininas, las células vegetales son transformadas
en otro tipo de células especificas para formar un 6rgano en particular, ya sean
raices, hojas, flores o frutos, ya que cada uno tiene diferentes tipos de células.
Estos eventos, no se realizan de manera exclusiva por las citoquininas, desde
luego, sino que estas hormonas son las encargadas de causar el
efecto diferenciacion celular, de «dar la orden» y de dirigir el proceso, en el cual
intervienen otras sustancias con las que las citoquininas realizan esta tarea
conjuntamente. Sin las citoquininas, probablemente no habria diferenciacién de

organos vegetales (Azcon et al., 1996).

Estrés hidrico, Acido Abscisico y Polietilénglicol

El estrés es considerado una desviacion significativa de las condiciones
Optimas de vida, que induce cambios que en primera instancia son reversibles,

pero también pueden ser permanentes.

El estrés hidrico desencadena una serie de respuestas tales como la
biosintesis de metabolitos secundarios y la activacion simultanea de la sintesis de
proteinas especificas denominadas de estrés, hasta cambios en el desarrollo y/o

reproduccién de las plantas.

Ejerce efectos profundos sobre el crecimiento, el rendimiento y la calidad de

la planta. El primer efecto es la pérdida de turgencia, la que afecta la elongacién
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del tallo, la expansién foliar, la apertura estomatica y finalmente se ocasiona un

decremento en la tasa de crecimiento (Hale y Orcutt, 1987).

Se presentan algunos cambios fisiolégicos en la planta como respuesta a la
sequia: un incremento en los niveles de acido abscisico, el cierre de estomas y
cambios en la osmolaridad celular. También, como respuesta al estrés hidrico, se
tiene la acumulacién de solutos compatibles, como las betainas, la prolina, los
polioles (manitol, sorbitol y pinitol); actian como osmolitos citoplasmicos en el
ajuste osmadtico, no obstante, pueden desempenar otras funciones como el
mantenimiento de la estabilidad de las macromoléculas y las membranas (Hale y
Orcutt, 1987).

Bajo esta condicion, la sintesis de proteinas en los tejidos vegetales
también sufre efectos profundos; en algunos casos hay reduccién en la sintesis de
proteinas totales y una disociacion de ribosomas, y en otros la sintesis de
proteinas las que se acumulan como respuesta a estas condiciones de
deshidratacion celular considerandose como moléculas que proveen a la planta de

mecanismos osmoprotectores.

Acido Absicico (ABA)

Este regulador de crecimiento vegetal cumple importantes funciones en el
crecimiento y desarrollo de las plantas; cuyos efectos son especialmente
inhibidores, y se distribuye preferentemente en hojas, yemas, tubérculos, semillas
y frutos. Es una sustancia quimica de la familia de los terpenoides. También se
conoce con el nombre de hormona del estrés y antiguamente como abscisina y

dormina.

El ABA juega roles regulatorios en la iniciacion y mantenimiento de la
dormancia de semillas y botones florales, y en la respuesta de las plantas al
estrés. Influye en otros aspectos del desarrollo vegetal por interaccion, usualmente
como antagonista, con auxinas, citocininas y giberelinas, ademas promueve el

cierre de los estomas como respuesta al estrés hidrico.
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El rol de la acumulacién de ABA en el control estomatico de la transpiracion,
es el mejor ejemplo de la adaptacion mediada por hormonas para cambios
ambientales. Algunas plantas tienen la capacidad de sintetizar rapidamente gran
cantidad de ABA, como respuesta a la desecacion, por ejemplo las mesofitas; esta
rapidez de induccién sugiere que éste se encuentra involucrado en respuestas al
estrés de tiempo corto y también en la transduccion de sus sefales, ya que
cuando se aplica ABA, se dispara la sintesis de polipéptidos que también se

inducen como una respuesta rapida al estrés hidrico.

Polietilenglicol (PEG)

Poliéter, capaz de competir con las células por el agua debido a su alto
peso molecular, lo cual facilita la retencién del liquido y provoca de esta forma un

estrés osmotico.

Aunque el PEG es soluble en agua, al variar la temperatura de la disolucion,
se pueden formar fases ricas en polimeros y pobres en éste. Esto se debe a los
grupos hidrofébicos de metileno a lo largo de la cadena de polimero intercalados

con los grupos hidrofilicos éter o alcohol.

En las aplicaciones quimicas, el PEG actua como co-disolvente y
proporciona una aparente disminucion de polaridad en la disolucion, lo cual dirige

al incremento en la solubilidad de moléculas organicas.

Se ha utilizado exitosamente el PEG como agente osmético en cultivos in

vitro y se ha probado que es un inductor del estrés hidrico (Chen et al., 2005).

Métodos de extraccion

Existen varios métodos de extraccidn de aceites esenciales y compuestos
aromaticos, entre ellos la extraccion usando disolventes, destilacion por arrastre
de vapor, hidrodestilacién, etc. El idoneo es aquel que permita extraer la mayor

cantidad posible de compuestos; no siempre es posible, debido a las cantidades
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tan pequenas de los compuestos que se encuentran en la planta. La eleccion del
meétodo depende de la cantidad y caracteristicas del aceite que se desea obtener,
asi como la cantidad de materia vegetal con la que se disponga (Gascon vy
Pelayes, 2002).

Cuadro 2.1 Comparacion entre los principales métodos de extraccion de

aceites esenciales.

Método de Ventajas Limitaciones
extraccion
-Método industrial y de -Procesos colaterales como
laboratorio. polimerizacion y
Destilacién por resinificacion de los
arrastre de - Buenos resultados en aceite | terpenos.
vapor extraido.
-Hidrdlisis de los ésteres.
-Bajo costo
-Destruccion térmica de
-Tecnologia no sofisticada algunos componentes.
-Uso de temperaturas bajas. -Contaminante del ambiente.

-No provoca termodestruccion | -Co-extraccion de ceras y

ni alteracién quimica de los pigmentos.

Extraccion con | componentes del aceite.
disolventes -Riesgo en el uso de algunos

-Posibilidad de separacion de | disolventes.

los componentes individuales

-Alto rendimiento. -Acidos grasos, pigmentos y

ceras pueden ser extraidos
Extraccion con | -Ecolégicamente limpio

CO;

supercritico

junto con el aceite esencial.

-Facil retiro y reciclaje del . .,
y I -Altos costos de inversion.

disolvente.

(Esquivel, 2002).
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Extraccion usando disolventes

En el proceso de extraccion con disolventes, el factor mas importante es la
seleccion del disolvente, debe ser selectivo, ser quimicamente inerte a los
compuestos de interés, evaporarse completamente sin dejar cualquier residuo
odorifero, ser de bajo costo, asi como tener una polaridad a fin a los compuestos
de interés. En éste método la muestra vegetal molida se pone en contacto co
disolventes como alcohol, éter, cloroformo, hexano, entre otros, permitiendo

realizar una extraccion eficiente (Sanchez, 2006).
Concentracion de extractos

El uso del rotavapor para el método de concentracion de extractos es muy
comun, en este sistema, el vacio disminuye la presién y por lo tanto disminuye el
punto de ebullicion del disolvente que se desea evaporar. Y con ello existe menos
posibilidad de que los compuestos volatiles de bajo punto de ebullicion se
evaporen con el disolvente. Permitiendo que el disolvente sea removido sin la

necesidad de aplicar calor excesivo al sistema (Figmay, 2007).

Analisis de aceites esenciales.

Los métodos analiticos para el estudio de aceites esenciales se basan
principalmente en las caracteristicas fisico-quimicas de los mismos, asi como las

caracteristicas de sus componentes (Braithwaite, 1985).
Cromatografia

La cromatografia es una técnica de separacion muy potente, los
compuestos quimicos son separados en funcion de su diferente afinidad por una
fase movil y una fase estacionaria. Existen variantes en funcién a la naturaleza de
dichas fases, cromatografia de columna, cromatografia de capa fina,

cromatografia de gases GC, cromatografia de liquidos LC, etc. (Braithwaite, 1985).
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Cromatografia de gases (GC)

La cromatografia de gases, es una técnica instrumental de separacion de
mezclas volatiles en el cual los componentes de la misma se reparten en dos
fases: la estacionaria (columna cromatografica) que posee una superficie de
exposicion muy amplia y la otra, la fase movil, es un gas que circula en contacto
con la fase estacionaria produciéndose la separacion de la mezcla. La muestra se
evapora en el sistema de inyeccion y es transformada por la fase mévil o gas

portadora través de la columna (Turko et al., 2007).

La reparticion de componentes de la muestra con la fase estacionaria esta
basada en las diferentes solubilidades en esta fase a una temperatura dada, los
componentes de las mezclas (solutos o analitos) se separan entre si con base a
sus presiones de vapor relativas y afinidades con la fase estacionaria (Dellacsa,
2002).

Microjeringa

Divisor de flup ’mrli—’i Ekectrometro
Septum o puente

Regulader S
de flujp =
Reguladar DAC
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Pl
A Ordenador
A Rotametro
Columna
Gas portador

Horno termaostatizado

Figura 2.3 Esquema general de un cromatografo de gases (Dellacsa, 2002).
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Detector de ionizacion de flama (FID)

Es probablemente el detector mas popular. La combustion de la muestra en
una llama de hidrégeno/ aire produce iones que se recogen y se convierten en una
corriente. Responde a la mayoria de los compuestos organicos. El FID es mas
sensible que el detector de conductividad térmica por ejemplo, ya que detecta casi

cualquier compuesto organico (Figura 2.4).

Colector
Dietecior _ exlraible
de ponrFacion f'-
de [ama

Soparte

~ del colectos

. Auslante
Tuerca para

&l montaje
del colector

Llarna de Hy-aire
Cuerpo del quemador

coneCiada a terry —

Pared miznor del homo

Extremo de salida
de la columna =

Figura 2.4 Esquema de un detector de ionizacion de flama (FID) (Repositorio de la

Universidad de Alicante).
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HIPOTESIS

Se sabe que la produccién de metabolitos secundarios (como lo son los aceites
esenciales) se producen ante condiciones de estrés ambiental, por lo cual se
espera que las plantas cultivadas in vitro produzcan una cantidad menor de
aceites con respecto a las plantas silvestres, puesto que no crecen bajo ningun
tipo de estrés. Por esta misma razon, al simular una situacion de estrés en el
cultivo in vitro, se espera una induccion en la produccion de aceites. Se espera
lograr un shock osmético por medio de la adicion de Polietilenglicol y al afadir
ABA simular la condiciéon interna de la planta como cuando se encuentra en
estrés, esperando obtener una produccién de aceites esenciales{ XE "aceites
esenciales" } en tejidos in vitro con la presencia de timol y carvacrol en mayor

cantidad que aquellos que no estuvieron en presencia de Polietilenglicol y ABA.
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OBJETIVOS

Evaluar la produccién del aceite esencial de orégano cultivado in vitro y comparar

el contenido de aceite con el orégano silvestre.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Definir un protocolo de propagacion in vitro del orégano aplicando

tratamientos de induccién para la produccion de aceites.

2) Evaluar el efecto de la adicién exdgena de ABA y PEG como factores

relacionados con estrés hidrico sobre la produccion de aceites.

3) Comprobar si el orégano cultivado in vitro puede ser viable para la

obtencioén de aceites esenciales como carvacrol y timol.
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[I. MATERIALES Y METODOS

Obtencién de semillas{ XE "recoleccién de semillas" }

La localidad de donde se extrajeron las muestras de semillas de Lippia
graveolens para realizar el cultivo in vitro correspondié a una poblacion en San
Juan Raya, Zapotitlan Salinas, Puebla (18° 18’ 58” N y 97° 38’ 04” O), a una altitud
de 1750 m, con clima semiseco, con una precipitacion media anual de 443.7 mm,
principalmente en verano. La temperatura{ XE "temperatura" } media anual es de
18 °C. El orégano proveniente de esta localidad presenta un quimiotipo carvacrol,
indicando que la localidad de San Juan Raya es de gran importancia comercial por

su produccion y quimiotipo (Ocampo 2005).

Fig. 3.1 Sitio de muestreo de Lippia graveolens, San Juan Raya, Puebla.

Obtenidas las semillas, el siguiente paso fue la desinfeccion del material

para evitar problemas de contaminacion en el cultivo in vitro.
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Desinfeccidn de semillas

El proceso de desinfeccion de semillas que se utilizé fue el siguiente:

1. Las semillas se sumergieron en una solucion de Tween 20 (surfactante) y
agua corriente. Se repitio la operacion enjuagando muy bien.

2. Se sumergieron en alcohol al 70% por 1 minuto y se enjuagaron 2 veces
con agua destilada estéril donde se utilizé cristaleria esterilizada.

3. Se sumergieron en una solucioén de peroxido de hidrogeno al 10% de 5 a 8
minutos, durante el tiempo de inmersion se agité constantemente.

4. Se enjuagaron con agua destilada estéril.

5. Se sumergieron por 10 minutos en hipoclorito de sodio al 20% mas unas
gotas de Tween 20, donde también se utiliz6 agua destilada estéril para
hacer las soluciones.

6. Se sumergieron en una solucién de nitrato de plata al 1% de 5 a 10 minutos
agitando constantemente

7. Se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril.

Inicio del cultivo in vitro

Se utilizé el medio de cultivo{ XE "medio de cultivo" } basal MS (Murashige
y Skoog, 1962) colocando en cada frasco 30 ml de medio esterilizados en una
autoclave a 121 ° C (18 psi) por 15 minutos. En el medio de cultivo estéril se
sembraron asépticamente 2 lotes de 50 semillas provenientes de San Juan Raya,
el primer lote con semillas recién colectadas y el segundo lote con semillas

almacenadas por 2 meses.

Se colocaron tres semillas de Lippia graveolens en cada frasco en una
campana de flujo laminar previamente desinfectada y se incubaron en camaras de
crecimiento (Lab Line Biotronette serie 798-001) a una temperatura de 26 * °C
bajo un flujo total de fotones de de 120-130 ymol m-2s-1 provista de lamparas
fluorescentes, con un fotoperiodo de 12 horas. Con estos lotes de semillas se

llevaron a cabo las pruebas de germinacion, donde se utilizé el método descriptivo
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de registro del numero final de semillas germinadas o porcentaje de germinacion,
observando los lotes cada 2 dias, se considerd arbitrariamente que una semilla
habia germinado cuando la radicula habia emergido y rebasaba el tamafio de la
semilla, se determind del total de semillas cultivadas en los frascos, cuantas de
ellas germinaron, obteniendo el porcentaje de germinacién de cada lote (semillas

almacenadas y recién cortadas) determinando el promedio entre ambos.

Fig. 3.2 Medio MS para inicio de cultivo in vitro
Las plantulas derivadas de las pruebas de germinacion se destinaron para
la obtencion de explantes para las pruebas de multiplicacion de brotes y la

estandarizacién del protocolo de extraccion y evaluacidén de aceites

Tratamientos hormonales para la multiplicacién de brotes

Se hizo un disefio factorial 4x4 que permitio la designacion de tratamientos
combinando todas las concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal. Se
designaron 16 tratamientos distintos con 5 repeticiones, cada repeticion consta de
1 frasco con 3 explantes cada uno, que incluye las siguientes concentraciones

hormonales:

e Citoquininas: BA (Benzil-adenina): 0, 3.5 nM, 4.5 nMy 5.5 nM
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e Auxinas: NAA (Acido naftalen-acetico) : 0, 44 uM, 54 uyM y 64 uM

Cuadro 3.1 Tratamientos para la multiplicacion de brotes

BA uM /|
NAA nM /| 0 3.5 4.5 55
0 Trat.1 Trat.2 Trat.3 Trat.4
44 Trat.5 Trat.6 Trat.7 Trat.8
54 Trat.9 Trat.10 Trat.11 Trat.12
64 Trat.13 Trat.14 Trat.15 Trat.16

e Se utiliz6 medio MS (Murashige y Skoog, 1962) al cual se le agregaron las
concentraciones de hormonas especificadas en el Cuadro 3.1 ademas de
100 mg de myo-inositol, 1mg/L de tiamina, 0.5 mg/L de acido nicotinico y

0.5 mg/L de piridoxina.

e Se distribuyd cada tratamiento en frascos de cultivo se etiquetaron y se

esterilizaron como se describié previamente.

Se utilizaron las plantulas de 2 meses de edad, de un tamano aproximado
de 15cm, obtenidas de las pruebas de germinacién de las cuales se tomaron 3
explantes de 5cm cada una, las cuales fueron sembrados en una campana de flujo
laminar previamente desinfectada y se incubaron en camaras de crecimiento (Lab
Line Biotronette serie 798-001) a una temperatura de 26 £ °C bajo un flujo total
de fotones de de 120-130 ymol m-2s-1 provista de lamparas fluorescentes, con un

fotoperiodo de 12 horas.
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Se evalud por un mes la proliferaciéon de brotes nuevos, cuantificando el
numero de brotes por explante en cada tratamiento, los datos obtenidos fueron

evaluados mediante una prueba de ANOVA y Tukey en el programa SPSS 17.0
Los brotes nuevos obtenidos se subcultivaron en un medio libre de

hormonas durante un mes antes de someter las plantas a nuevos tratamientos

para la induccidn de estrés hidrico.

Establecimiento de tratamientos paralainduccion de estrés hidrico

Tratamientos con acido absicico
Se designaron cuatro tratamientos con distintas concentraciones de ABA,
se realizaron cinco repeticiones, cada repeticidon consta de un frasco con tres

explantes cada uno.

Cuadro 3.2 Tratamientos a base de acido absicico para la induccion al estrés

hidrico.
TRATAMIENTOS
Tc T1 T2 T3
Concentracion 0 1 10 100
de ABA (um)
5 5 5 5

Repeticiones
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Tratamientos con Polietilenglicol

Se designaron cuatro tratamientos distintos, con tres concentraciones
diferentes de Polietilenglicol con cinco repeticiones, cada repeticion consta de un

frasco con tres explantes cada uno.

Cuadro 3.3 Tratamientos a base de Polietilenglicol para induccion de estrés

hidrico
TRATAMIENTOS
Tc T1 T2 T3
Concentracion 0 5 7.5 10
de PEG
%
5 5 5 5

Repeticiones

Se utilizd medio MS (Murashige y Skoog, 1962) al cual se agregaron las
concentraciones de hormonas especificadas en la Tabla 1 utilizando el mismo

procedimiento ya mencionado anteriormente de desinfeccion y cultivo.

Se utilizaron las plantas que fueron sometidas a los tratamientos
hormonales para la multiplicacion de brotes, de un tamafo aproximado de 15 cm,
fueron subcultivadas en medio MS basal libre de hormonas durante un mes, se
incubaron en camaras de crecimiento (Lab Line Biotronette serie 798-001) a una
temperatura de 26 £ °C bajo un flujo total de fotones de de 120-130 pmol m-2s-1
provista de lamparas fluorescentes, con un fotoperiodo de 12 horas durante 1
mes. Pasado este tiempo, se tomaron muestras, es decir, hojas de las plantas
bajo los tratamientos de induccidn de estrés, y se llevaron a cabo las pruebas de

pérdida de electrolitos (conductividad eléctrica relativa) para determinar si se logré
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la induccion al estrés hidrico, después la obtencién de los extractos hexanicos
para determinar la cantidad y presencia de compuestos que se obtienen del
orégano sometido a induccion de estrés hidrico y del orégano silvestre, por medio

de la cromatografia de gases (FID).

Perdida de electrolitos (conductividad eléctrica relativa)

Basados en las técnicas de Marcum (1998), Blum y Ebercon (1981) y
Earnshawn (1993) se determiné la tolerancia celular al estrés hidrico por medio de

la medicion de la pérdida de electrolitos de la siguiente manera:

Se tomd una hoja por triplicado de cada tratamiento y se enjuagaron tres
veces con agua desionizada un min cada vez. Las hojas fueron colocadas en
tubos de ensayo que contenian 20 ml de agua desionizada por 72 horas a

temperatura ambiente.

Se midio la conductividad eléctrica del agua con un conductimetro (Oakton,
modelo WD- 35607-00). Se colocaron los tubos en la autoclave a 110 -120 °C y 15
Psi por 15 minutos, para provocar la lisis celular. Se dejaron enfriar y se volvio a
medir la conductividad eléctrica del agua.

Se calculé la conductividad eléctrica relativa (CER) a partir de la siguiente férmula:

CER= (CEi/ CEf)*100

Donde CEi es la conductividad eléctrica inicial y CEf es la conductividad eléctrica

final.
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Figura 3.3 Imagen de un conductimetro (Oakton, modelo WD- 35607-00).

Obtencién de extractos hexanicos

Para llevar a cabo la extraccion de los compuestos volatiles, se tomaron 2g
de orégano de cada tratamiento de induccién al estrés hidrico, una muestra de
orégano silvestre y una control sin hormonas ni induccién al estrés hidrico, en 20
ml de hexano (fermont) se maceraron y se dejaron reposar 48 horas. Transcurrido
este tiempo se retird el material sélido utilizando papel filtro y se concentré en un
rotavapor (Brickman mod. Bunchi 461). Se almacend cada extracto en viales con
capacidad de 5 ml a -70°C.
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Figura 3.4 Imagen rotavapor

Analisis de cromatografi{ XE "cromatoqrafi" la

Para la separacion de compuestos volatiles se empled el programa tiempo
temperatura mostrado en el cuadro 3.4 con los parametros del cuadro 3.5,

obteniéndose al final un tiempo de corrida de 37.57 min.

Cuadro 3.4 Programa de temperatura utilizado en GC (FID)

TEMPERATURA INCREMENTO TIEMPO DE SOSTENIMIENTO

C (C/min) (min)
50 --- 1
180 7 3
220 5 3
220 - 4 (post run)
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Cuadro 3.5 Condiciones cromatograficas utilizadas en GC (FID)

CONDICIONES GC-MS GC-0 (FID)
Temperatura del inyector (C) 200 200
Temperatura del detector (C) 250 250

Modo de inyeccion Splitless  Splitless
Volumen de la muestra inyectada (ul) 1 1

Gas acarreador He He

Identificacién de compuestos volatiles.

Los compuestos de orégano extraidos con hexano se separaron utilizando
un cromatdgrafo de gases 6890N (Agilent Technologies) con detector de

ionizacion de flama (FID).

Las muestras de aceite que fueron comparadas son:
1) Muestra de orégano silvestre
2) Muestra de orégano cultivado in vitro, sin tratamiento de induccién al estrés
hidrico.

3) Muestras de orégano con tratamientos de induccion al estrés hidrico.

Para determinar la concentracion de los componentes presentes en la
muestra por medio de GC (FID), se emplearon estandares de timol, carvacrol
y p-cimeno, se obtuvo una relacion lineal entre la razén de las areas y la
concentracion del analito. El analisis se efectu6 de la siguiente manera: se

prepard una soluciéon de concentracidon conocida tanto del estandar, como del
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analito, lo que permitié obtener una relacién entre ambas concentraciones y asi
conocer la concentracion relativa del estandar dentro de la solucion problema.
Una vez conocidos estos datos, asi como las areas del compuesto de interés y
de los estandares proporcionados por el cromatograma, se procedid a calcular

la concentracion de los compuestos de interés, de la siguiente manera:

Cx = Ax C|
A

Donde:

C,= Concentraciéon del compuesto de interés
A, = Area del compuesto de interés
Ci= Concentracion del estandar interno

A= area del estandar interno
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
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Figura 4.1 Semillas recién colectadas y almacenadas durante dos meses.

Podemos observar que con el lote de las semillas recién colectadas se
obtuvo un porcentaje de germinacion de 66%, mientras que las semillas
almacenadas por dos meses exhibieron un mayor porcentaje 72%, lo que nos

indica que las semillas colectadas tienen un buen porcentaje de germinacion

Es importante mencionar que el mayor porcentaje de semillas germinadas
se presentd los primeros ocho dias, después de estos dias muy pocas semillas

germinaron.
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Multiplicacion de brotes

Cuadro 4.1 Numero de brotes obtenido por cada tratamiento utilizado con las
distintas combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal para la

induccion a la multiplicacion de brotes

BA uM /|
NAA 0 3.5 4.5 5.5
nM /I
0 6 0 4 4
44 0 13 3 8
54 6 19 25 17
64 4 2 3 8

Como se puede observar en el cuadro 4.1 los tratamientos con los cuales
se obtuvieron el mayor numero de brotes fueron Tg- 44nM NAA/3.5 uM BA  Tio-
54nM NAA/3.5 uM BA  Tii- 54nM NAA/4.5 uM BA Ti2- 54nM NAA/5.5 pM BA.
Coincidiendo con lo reportado por Pereira (2005) quien desarrollé un protocolo de
micropropagacion para Lippia filifolia con explantes, siendo la combinacion de
concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal mas exitosa la de 4.5 yM

de BA y 54 nM de NAA, obteniendo con esta combinacion 27 brotes.

Cuadro 4.2 Analisis de varianza de los tratamientos utilizados en la induccién de

multiplicacion de brotes

Suma de Gl Media F P
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 156.750 15 10.450 4,737 .000
Intra-grupos 141.200 64 2.206
Total 297.950 79

En el cuadro 4.2 se observa por el valor de (P < 0.05) obtenido en el

analisis de varianza, que hay diferencias significativa entre los tratamientos de
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multiplicacion de brotes por lo que se procedié a hacer un analisis de Tukey en el

programa estadistico SPSS 17.0

Cuadro 4.3 Prueba de Tukey con un a= 0.05 para las medias de los tratamientos
de multiplicaciéon de brotes, medias en diferentes columnas muestran

diferencias significativas.

TRATAMIENTO NAA nM/l a b C d
BA um/l

2 0-3.5 .0

5 44-0 .0

14 64-3.5 40 40

7 44-4.5 .60 .60 .60

15 64-4.5 .60 .60 .60

3 0-4.5 .80 .80 .80

4 0-5.5 .80 .80 .80

13 64-0 .80 .80 .80

1 0-0 1.2 1.2 1.2

9 54-0 1.2 1.2 1.2

8 44-5.5 1.6 1.6 1.6

16 64-5.5 1.6 1.6 1.6

6 44-3.5 2.6 2.6 2.6 2.6

12 54-5.5 34 3.4 3.4

10 54-3.5 3.8 3.8

11 54-4.5 5
HSD TUKEY

La combinacion de BA 54 uM/I /INAA 4.5 nm /I, produce un maximo de 25
brotes, mientras que los tratamientos utilizados por separado, reducen el numero
de brotes, resultados similares se observaron en Lippia junelliana y Lippia alba
(Gupta et al., 2001) y (Juliani et al., 1999).
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Conductividad Eléctrica Relativa
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Control ABA1l ABA2 ABA3 PEG1
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Figura 4.2 Perdida de electrolitos (CER %) en los tratamientos de induccién de

estrés hidrico y el control.

Se hizo una prueba de ANDEVA para los datos de pérdida de electrolitos en

los tratamientos utilizados arrojandonos los siguientes resultados.

Cuadro 4.4 Analisis de varianza para la pérdida de electrolitos en los tratamientos

de induccidn al estrés hidrico.

Sumade gl Media F P
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 853.69 6 142.28 64.84 .00
Intra-grupos 30.71 14 2.19
Total 884.41 20

Se observé en el Cuadro 4.4, por el valor de (P < 0.05) obtenido en el

analisis de varianza, que hay diferencias significativas entre los tratamientos a la
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induccién de estrés hidrico por lo que se procedié a hacer un analisis de Tukey en

el programa estadistico SPSS 17.0.

Cuadro 4.5 Prueba de Tukey a= 0.05 para perdida de electrdlitos en los
tratamientos a la induccidn de estrés hidrico. Medias en diferentes

columnas muestran diferencias significativas.

TRATAMIENTO a b C d
Control 28.66
PEG 1 35.08
ABA 1 37.24 37.24
PEG 2 39.44
ABA 2 40.45
ABA 3 46.46
PEG 3 49.14

En cuanto a la pérdida de electrolitos, expresado como conductividad
eléctrica relativa (CER, figura 4.3) se observa que la perdida de electrolitos es
menor en el control (29.11 %) mientras que el tratamiento PEG 3 fue el de mayor
pedida (49.14%), seguido por ABA 3 (46.46 %), y ABA 2 (40.45 %). Los
porcentajes mas altos reflejan el estrés en estas plantas a comparacion de los

otros tratamientos.

Todo esto dado por el proceso de 6smosis 0 potencial osmaético, en donde
la cantidad de agua en una célula esta determinada por la cantidad de electrolitos
o sales disueltas en el citoplasma. Si esta condicion se ve afectada por el estrés
hidrico la célula evitara liberar sales, oponiendo resistencia en la membrana. Ya
que la conductividad eléctrica es un indicador de la resistencia en la sequia (Villar-
Salvador, 1997), por lo que a mayor porcentaje de pérdida de electrolitos se puede

decir que mas estresada esta planta.

Determinadas estas condiciones, de los seis tratamientos de induccion al
estrés hidrico mas una muestra control fueron analizados con cromatografia de

gases (FID) para determinar la concentracion de los compuestos de timol,
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carvacrol y p-cimeno como respuesta a la induccién al estrés hidrico, donde se
encontré que efectivamente los tratamientos indujeron a un estrés hidrico en las

plantas in vitro.

Identificacion de compuestos volatiles.

En la Figura 4.3 se muestra uno de los cromatogramas obtenido del analisis
de la muestra ABA 3, se utiliz6 hexano como disolvente, para cada tratamiento y
para cada estandar interno se obtuvo un cromatograma como el presentado a
continuacion, de los cuales se obtuvieron, los tiempos de retencién y las areas de
los picos para obtener las concentraciones de cada compuesto en cada

tratamiento.

"
M [2] Signal: ABA 3.DAFID1A.CH
Fesponse | 2h02

2e+09 ) )
B Wiew Mode: Integration

1.8e+09

1 Be+09 -

1.4e+09 —f
1.2e+09 —f
1e+09 —f
8e+08 —f
Be+08 é
4e+08 —f

28408 -

395
0.328140 12158 128654 605 1 Bl HAEE . BEB2E2 15,702 22.008§3'§§5,ﬂ, JEOEVAET4S7 34364 716
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irne 10 MM 21 M0 A0 nn

Fig. 4.3 Cromatograma para la muestra ABA 3, obtenido con GC (FID)

utilizando hexano como disolvente
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Cuadro 4.6 Tiempos de retencion y magnitudes de las areas bajo la curva de los
picos cromatograficos de los compuestos estandar utilizados en el cromatografia
de gases (FID)

Compuesto Concentracion TR Area bajo la curva
estandar (UL/mL)) (min)

p-cimeno 1 9.529 6429878638
Timol 1 24 .456 20260071350
Carvacrol 1 24.912 3774151639

En el Cuadro 4.7 se muestra el resultado de las concentraciones en uL/mL
de timol, carvacrol y p-cimeno determinadas por cromatografia de gases (FID) por

separado de cada tratamiento.

Cuadro 4.7 Concentraciones en (uL/ mL) de p-cimeno, timol y carvacrol
encontrados en cada uno de los tratamientos de induccion al estrés hidrico,
asi como a la muestra control y a la muestra de orégano silvestre.

Tratamiento p-cimeno Timol Carvacrol
(uL/ mL) (uL/ mL) (uL/ mL)
Control 0.0015 0.0016 ---
ABA1 0.0026 0.1462 -
ABA2 0.0087 0.0268 0.0153
ABA3 0.0072 0.0215 0.0243
PEG1 0.1258 0.2678 -
PEG2 0.1208 0.3297 -
PEG3 0.0925 0.5657 ---
OR-SIL 0.4922 0.9202 0.0225
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Podemos observar en el Cuadro 4.7 que las concentraciones de p-cimeno y
timol son muy bajas, no esta presente el carvacrol en el extracto hexanico a base
de orégano cultivado in vitro sin hormonas ni induccion al estrés hidrico (control),
corroborando que es casi nula la produccion de aceites al no someter a un estrés
hidrico al cultivo. Las plantas que estuvieron sometidas a mayor estrés, fueron las
que estuvieron bajo los tratamientos de ABA 2, ABA3 y PEG 3; ABA2y ABA 3
fueron los unicos tratamientos que indujeron la produccion de carvacrol y PEG 3
fue el tratamiento que indujo la mayor concentracion de timol, seguido de PEG 2,
PEG 1y ABA1.

El tratamiento con PEG 3 present6 la mayor concentracién de timol de las
muestras (0.5657 pyL/ mL), que siendo comparado con la concentracion de timol en
el extracto de orégano silvestre de 0.9202 pl/ ml no es tan distante, en cuanto a p-
cimeno PEG 1 (0.1258 uL/ mL) y PEG 2 (0.1208 uL/ mL) son los mas cercanos a
la concentracion de timol en orégano silvestre (0.4922 yL/ mL), con el compuesto
carvacrol aun los tratamientos utilizados estan  distantes de tener una

concentracion similar a la del orégano silvestre.

Poco se conoce sobre lo que determina que las concentraciones de aceites
esenciales se modifiquen en la planta, asi como la gran diversidad de quimiotipos
que se pueden encontrar en el pais, por o que se sugiere que se siga trabajando
en la caracterizacion quimica del orégano. Poca investigacion se ha inclinado a los
cultivos in vitro de esta planta por lo que también es recomendable seguir con
estos estudios a escala laboratorio aprovechando que se cuenta con la facilidad

de manipulacion de los factores que en el medio ambiente natural es imposible.

Cabe mencionar que aunque se logré inducir un estrés con el ABA vy el
PEG, y que esto provoco un incremento en la produccion de aceites, el periodo en
el que se aplicaron los tratamientos de induccion al estrés hidrico fue corto en
tiempo. Valdria la pena estudiar el efecto de extender el periodo de fortalecimiento
en condiciones de estrés en las plantas in vitro, para determinar si les dara tiempo

de sintetizar mas aceites.
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V. CONCLUSIONES

En este estudio se muestra que la combinacion de las auxinas y
citoquininas, benziladenina (BA) y acido naftalenacético (NAA), en el medio de
cultivo MS utilizado para la propagacion de Lippia graveolens es una combinacion
exitosa para la multiplicacion de brotes en contraste a la adicion de una sola de

estas hormonas al medio.

Se adiciond polietilenglicol (PEG) y acido abscisico (ABA) como agentes
estresantes en el medio de cultivo y se midié el estrés hidrico por medio del
porcentaje de pérdida de electrolitos, teniendo como resultado que PEG provoca
un mayor estrés hidrico en el medio de cultivo, teniendo un mayor porcentaje de
pérdida (CER, 49.14 %), aunque también el acido abscisico puede llegar a un
porcentaje muy similar de pérdida de electrolitos (CER, 46.46 %), demostrando
que ambos agentes provocan un estrés hidrico en la planta, cabe mencionar que
la adicién de una concentracion mayor de 100 um de ABA, y 10% de PEG

provoca danos irreversibles en la planta.

De las plantas sometidas a estrés hidrico, se obtuvieron extractos
hexanicos de cada tratamiento, los cuales fueron analizados con un cromatégrafo
de gases (FID) en donde se obtuvieron las concentraciones de p-cimeno, timol y
carvacrol, siendo comparadas contra la muestra control y la muestra de orégano
silvestre analizado por el mismo método, resultando que la muestra control posee
la mas baja concentracién de p-cimeno y timol, ademas no se produce carvacrol, y
es la muestra que menos porcentaje de pérdida de electrolitos presentd. Se llego a
la conclusion de que al aumentar el estrés hidrico de la planta la concentracion de
compuestos también aumenta, al hacer la comparacién de las muestras sometidas
a estrés hidrico contra la muestra control, podemos observar que hay diferencias

significativas, mucho mas marcadas para el compuesto timol.
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Por otro lado las concentraciones obtenidas de los compuestos
mencionados en el orégano silvestre, son aun mas altas, aunque en cuanto a timol

la diferencia obtenida entre la muestra de PEG 3, no es tan distante.

En general podemos concluir que el estrés hidrico es uno de los factores
mas determinantes en cuanto a la produccion de aceites esenciales y que al
inducir este factor a escala laboratorio en los cultivos in vitro por medio de agentes

estresantes externos es posible inducir la produccion de los mismos.

En el presente trabajo se enfoco principalmente al estudio de la produccion
de timol, carvacrol y p-cimeno, pero se sugiere ampliar la investigacion

determinando que otros compuestos estan presentes en las muestras.

De igual manera se sugiere probar dosis cruzadas de los factores
estresantes ABA y PEG para determinar si la combinacion de ambos compuestos
ayuda a alcanzar los niveles de produccién que Lippia graveolens exhibe en

condiciones de estrés natural o si existe una inhibicién entre ellos.
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