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RESUMEN

Orégano es el nombre con el que se le conocen al menos a un grupo de 40
especies de plantas. Su principal uso es como condimento, sin embargo, también
se le atribuyen propiedades medicinales para el tratamiento de enfermedades
como diabetes, problemas gastrointestinales y como antiparasitario. <Estas
caracteristicas se deben a los compuestos quimicos, como antioxidantes que son
generados por la planta y que se relacionan a diversos factores como la
temperatura, la humedad, patdégenos, entre otros. Uno de los principales
compuestos del orégano es el carvacrol, compuesto de gran relevancia debido a
su funcion como antimicrobiano. Debido a esto, el objetivo de este trabajo fue
establecer las condiciones de cultivo que permiten incrementar la concentracion
de carvacrol en la planta. Para cumplir con este objetivo se realiz6 una busqueda
de los municipios del estado de Querétaro en donde se localiza de manera
silvestre el orégano. Ademas se comparo la precipitacion y la temperatura de cada
municipio. Se obtuvieron muestras de las plantas silvestres de los municipios de
Pefiamiller, Toliman y Cadereyta. También se cultivd plantas de orégano bajo
condiciones de invernadero dentro de las instalaciones de la facultad de ingenieria
en el campus Amazcala. Se realizé la cuantificacion de los compuestos fendlicos
y flavonoides totales, asi como la capacidad antioxidante por los métodos DPPH y
FRAP a cada una de las muestras de orégano silvestre y cultivado. Los resultaron
presentaron una. mayor concentracion de compuestos fendlicos en las plantas
silvestres del municipio de Pefiamiller. La concentracion de flavonoides mas alta
se registré en las plantas pertenecientes a Cadereyta y la capacidad antioxidante

mas alta en las plantas de Toliman.

Palabras clave; Carvacrol, Cultivo, Orégano.



ABSTRACT

Oregano is the Known name of at least 40 species of plants. It is mainly used as a
condiment; however its medicinal properties have been demonstrated for the
treatment of different diseases such as diabetes, gastrointestinal problems and as
an antiparasitic. These characteristics are due to chemical compounds, such as
antioxidants that are generated by the plant according to various factors such as
temperature, humidity, pathogens, among others. One of the main oregano
compounds is carvacrol, a compound of great relevance due to its function as an
antimicrobial. Due to this, the aim of this work is to establish the culture conditions
that allow increasing the concentration of carvacrol in the plant. To accomplish this
aim, a search was made of the municipalities of the state of Quéretaro where
oregano is wildly located. Then, the precipitation and temperature of each
municipality were compared. Samples were obtained from wild plants in the
municipalities of Pefiamiller, Toliman and Cadereyta. Oregano plants were also
grown under greenhouse conditions within the facilities of the engineering faculty of
Amazcala campus. The quantification of the total phenolic and flavonoid
compounds was determinate, as well as antioxidant activity by DPPH and FRAP
methods to each of the wild and cultivated oregano samples. The results showed a
higher concentration of phenolic compounds in wild plants of the municipality of
Pefiamiller. The highest flavonoid concentration was in the plants belonging to

Cadereyta and the highest antioxidant activity in the Tolimén plants.

Key words; Carvacrol, Culture, Oregano
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1. INTRODUCCION

Los compuestos activos que contienen las plantas son aquellas moléculas que le
confieren sus propiedades aromaticas y terapéuticas. Estos compuestos activos,
sintetizados en el metabolismo secundario, presentan un papel importante en la
defensa quimica contra el dafio de patégeno e incluso de herbivoros (Neilson y
col., 2013); ademas, dichos compuestos activos son los responsables del color,
aroma y sabor los alimentos que contienen este tipo de plantas (Asadi-Samani y
col., 2018). Esta defensa quimica se atribuye a los compuestos fendlicos tales
como los fenoles y flavonoides que presentan propiedades antioxidantes (Avalos
y col., 2009).

El cultivo de plantas medicinales cada vez es mayor debido al incremento de su
uso con fines terapéuticos asi como a la produccion de formulas para productos
de cuidado personal y salud (Soto-Armenta y col., 2019). El 40 % de la poblacion
mexicana usa plantas medicinales como la Unica alternativa para el tratamiento
de enfermedades, siendo el principal recurso terapéutico (Fernandez y col.,
2008). Estas plantas pueden usarse con fines terapéuticos ya que los
compuestos activos que contiene (Haidé-Quezada y col., 2011). Debido a la
demanda de este tipo de plantas, actualmente se busca acelerar su produccion y
propagacion, asi como mejorar la concentracion de los compuestos activos
mediante el uso de elicitores (Moreno-Rodriguez y col., 2019; Mufioz-Miranda y
col., 2019).

En particular, el carvacrol es un compuesto activo que presenta un grupo
fendlico con un alto poder hidrofébico siendo su estructura quimica un fenol
monoterpénico. Este compuesto puede encontrarse en altas concentraciones
(80-85 %) en el aceite esencial del orégano y del tomillo (Arrebola y col., 1994).
El gran interés por este compuesto se debe a sus multiples propiedades como
antioxidante, antiespasmaodico, antibacteriano, antiviral, anti-inflamatorio,

promotor de crecimiento, entre otros (Alagawany y col., 2015). Ademas de ser



biosintetizado en plantas, actualmente se puede sintetizar de manera quimica y
biotecnoldgica por ingenieria de vias metabdlicas en microorganismos (More y
col., 2007). La concentracion de este componente puede ser modificado cuando
el riego no cumple con los requerimientos de la planta y las condiciones
ambientales no son favorables (Tezara y col., 2014). Asi mismo, Bueno-Duran y
col. (2013) demostraron un incremento en la concentracion de carvacrol cuando
la planta es estimulada con luz roja. En general, el carvacrol se encuentra en el
aceite esencial en un porcentaje entre el 60-70 % en el orégano, y en un 45 %

en el tomillo (Ultee y col., 2002).

Los aceites esenciales se producen en cantidades apreciables en las plantas
aromaticas, que generalmente son hierbas o arbustos que poseen un fuerte y
caracteristico olor o fragancia y a menudo son atrayentes de insectos (More y
col., 2007). Dichos compuestos pueden contener desde 50 hasta mas de 300
sustancias compuestas por hidrocarburos terpénicos, sus derivados oxigenados,
alcoholes, aldehidos y cetonas, asi como éteres, ésteres, compuestos fendlicos,

fenilpropanoides y otros derivados (Leungy col., 1996).

En México existe una extensa variedad de tratamientos fitoterapéuticos que
forman parte de la herbolaria tradicional mexicana. El orégano, como parte de
esta herbolaria tradicional, es una de las especies aromaticas que presentan
mayor relevancia debido a sus notables propiedades medicinales, que se
explican por su compleja composicion quimica contenida en el aceite esencial
(Huerta, 1997). El aceite esencial de orégano se caracteriza por el contenido de
carvacrol, timol, y sus precursores como y-terpineno y p-cimeno y sus derivados
(Baser, 2002). El uso principal de esta planta es como condimento alimenticio, y
actualmente se extrae su aceite esencial para el uso en la industria alimenticia,
farmacéutica y cosmética (Morton, 1981). Ademas, se usa terapéuticamente por
su efecto anti-microbiano, anti-inflamatorio, anti-diarreico, anti-espasmadico,

tratamiento contra enfermedades respiratorias, diabetes, desordenes



menstruales, principalmente (Morton, 1981; Compadre y col., 1987; Dominguez,
1989). En la actualidad, se ha descubierto que esta planta sirve para el
tratamiento y/o prevencion de ciertas enfermedades tales como el cancer. Garcia
y col (2017) demostraron el efecto de Lippia graveolens como foto-quimiprotector
contra la radiacion UVB que induce cancer de piel, siendo los compuestos

pinocembrina, naringenina y galangia los generadores de dicho efecto.

La recoleccion de orégano es una de las practicas mas comunes para su
obtencién, sin embargo, en algunas ocasiones resulta ilicita. ~Estudios
relacionados demostraron que la intensidad de recoleccion de esta planta tiene
un impacto en las poblaciones silvestres de Lippia graveolens (Verbenacea,
Lamiales) en el semi-desierto de Querétaro, México (Osorno-Sanchez y col.,
2012). Debido a esta problematica, se han realizado trabajos de domesticaciéon
de la planta. Uno de los primeros sistemas de - produccion fue a cielo abierto
cultivando la planta a inicio del temporal de lluvia hasta antes de la etapa de
floracion (CONAFOR, 2009). También _se implementaron paquetes tecnolégicos
para el manejo del orégano que son considerados como una forma de transmitir
los conocimientos generados a los productores, y cuyo fin es el aporte innovador
sobre practicas silviculturales (CONAFOR, 2007). Estos manuales o paquetes
tecnolégicos describen las buenas practicas de labranza y manejo del cultivo,
como la temperatura, humedad relativa, pH del suelo y las condiciones de riego
requeridos para el desarrollo correcto de la planta (Villavicencio y col., 2010;
Aguillar-Murillo-y col., 2013). Ademas, se ha buscado incrementar el rendimiento
de produccion de la planta. Flores y col. (2011) estudiaron el efecto de cultivo a
tres niveles de humedad en plantas de orégano sobre el rendimiento de hojas y
tallos consumibles; los resultados mostraron un mayor rendimiento cuando las

plantas son cultivadas con una humedad de 2/3 de la capacidad de campo.

La produccién comercial del orégano mexicano demanda homogeneidad,

volumen y calidad. Sin embargo los conocimientos actuales se usan para una



produccion intensiva sin evaluar la calidad del aceite esencial que esta contenido
en esa produccién. Es por ello que se propone la busqueda de las condiciones
de cultivo de orégano que mejoren el rendimiento en materia seca con una alta

calidad del aceite esencial, principalmente en la concentracion de carvacrol.

2. ANTECEDENTES

El orégano es el nombre comun al que se refieren a mas de 40 especies de las
familias Verbenaceae, Lamiaceae, Compositae y Leguminoseae; de estas, las
de mayor demanda son el orégano mediterraneo o europeo (Origanum vulgare)
y el orégano mexicano (Lippia graveolens, Lippia palmeri, Lippia alba ) (Huerta,
1997).

El orégano mexicano (Lippia graveolens) es una planta aromatica, perenne,
arbustiva y lefiosa que alcanza hasta 2.5 m de alto; esta desarrolla en promedio
1.2 m de follaje, sus hojas son opuestas, inflorescencia axilar o terminal, sus
flores son pequefias de color blanco, y los frutos son pequefias capsulas que
contienen las semillas color café (Nash y col., 1984; Huerta, 1997). Los tallos a
menudo adquieren una tonalidad rojiza, se ramifican en su parte superior,
tienden a deshojarse en las partes inferiores, y contienen sustancias tanicas.
Toda la planta posee unas pequefias glandulas donde esta almacenada la
esencia aromatica, de color amarillo limén, compuesta por dos tipos de fenoles,
uno de ellos carvacrol y el otro timol (Villavicencio y col., 2010). El rango de
concentracion de carvacrol en Lippia graveolens va desde 0.1-74.37 % (Flores,
2009), aunque algunos autores han reportado hasta 72.2-83.49 % (Calvo-Irabién
y col., 2014).

Esta especie habita en lugares poco accesibles como cerros, laderas y caiadas
entre los 400 y 2000 m de altitud, aunque se le encuentra en mayor abundancia
entre los 1,400 y 1,800 m de altitud (Huerta, 1997). Ademas, se adapta a

condiciones muy variadas de clima arido y semiarido, con temperaturas que



varian desde 20 a 24°C, una precipitacion de 182 — 267 mm (Huerta, 2005;
Villavicencio y col., 2010), suelo pedregoso (Garcia, 1973), de textura franco
arenosa y un pH de 7.3 a 8.5 (Huerta, 2002).

La obtencién de esta planta es principalmente de manera silvestre o recoleccion,
gue en algunas ocasiones resulta ilicita (Osorno-Sanchez y col., 2012). Debido a
esta problematica, se han implementado paquetes tecnologicos para el manejoy
produccién del orégano; en dichos paquetes se describen las buenas préacticas
de labranza y manejo de cultivo (temperatura, humedad relativa, pH del suelo y
riego) (CONAFOR, 2009; Villavicencio y col., 2010; Aguillar-Murillo'y col., 2013).
Los requerimientos de agua para esta planta son minimos, por lo que sélo se
realizan dos o tres riegos al afio dependiendo de la region de cultivo y la época
de mayor demanda de la planta (Ortega, 1991). De ‘acuerdo con Flores y col.,
(2011), los requerimientos de humedad para cultivar orégano deben ser a 2/3 de

la capacidad de campo del suelo.

La siembra de orégano se realiza recolectando previamente la semilla cuando el
fruto esta seco y de color café, lo cual ocurre de noviembre a enero. Para su
germinacién se prepara una combinacion de turba, perlita y vermiculita
(80:10:10), para permitir un buen crecimiento de la plantula (Martinez-Hernandez
y col.,, 2017). Se puede realizar la propagacién de la planta por diferentes
meétodos; por esquejes 0 estacas, utilizando acido indole-butirico como
enraizador (Corella y col.,, 2008). Para realizar esta practica se deben hacer
cortes de 15 cm de largo por rama, se retiran las hojas verdes inferiores y se
colocan en charolas con sustrato. Otra de las técnicas de propagacion es por
cultivo de tejidos (propagacion clonal), que permite la produccion a gran escala
de ‘plantas con las mejores -caracteristicas (crecimiento vigoroso, mayor

contenido de sustancias aromaticas, etc.) (Huerta, 1997).

En relacion con los requerimientos nutrimentales, debido a que se cosecha la

parte aérea de la planta, la demanda de nutrientes es mayor, siendo el nitrégeno



uno de los nutrientes elementales para su Optimo desarrollo. La fertilizacion en
cultivo convencional se realiza principalmente en el suelo (Aguillar-Murillo y col.,
2013). Ademas, se sabe que el tipo de fertilizacion que se aplique en el cultivo
no interfiere en el crecimiento de la planta ni en la produccién del aceite esencial.
Sin embargo, el potencial bioactivo puede ser afectado dependiendo de la

variedad de la planta (Teles y col., 2014).

Ademas de la propagacion y mantenimiento de la planta, el sistema de
produccion implementado convencionalmente para el cultivo de orégano fue a
cielo abierto realizando la plantacion a inicio del temporal de lluvia manteniendo
el cultivo hasta antes de la etapa de floracion (CONAFOR, 2009). Mattana y col.,
(2017) trabajaron con diferentes temperaturas de germinaciéon de Lippia
graveolens, siendo la temperatura 6ptima de 15 °C con un porcentaje de
germinacion del 50 %. Estos estudios ayudan a determinar las condiciones para
obtener mayor rendimiento de biomasa. Teles y col.,, (2014), estudiaron los
requerimientos nutrimentales del orégano, obteniendo como resultado que la
especie como tal no demanda una alta concentracion de fertilizacion mineral. Sin
embargo, los autores sugieren implementar abonos organicos como estimulaciéon

de la biosintesis de compuestos.

En la actualidad, ademas de aumentar el rendimiento de produccién del orégano,
se ha buscado incrementar el contenido de compuestos especificos como el
carvacrol o el timol. El carvacrol (Figura 1) es un fenol monoterpénico (5-
isopropil-2-metilfenol) isémero del timol (5-metil-2-isopropilfenol); ambos fenoles
tienen el mismo peso molecular, pero se diferencian en la posicion del grupo
hidroxil del anillo fendlico y en su ocurrencia fisica, es decir, el timol es cristalino
y el carvacrol es liquido, siendo el carvacrol méas volatil (Yanishlieva y col., 1999;
Zheng y col., 2001; Burt, 2004; Vaiciulyte y col., 2016).

10



OH

Carvacrol

Figura 1. Representacion gréfica de la estructura quimica del carvacrol. Tomado de
Isman, 2000

Una forma se separar a las plantas de orégano es por el compuesto quimico
mayoritario o también llamado quimio-tipo, es decir, el orégano se puede dividir
en el quimio-tipo para el carvacrol o el quimio-tipo para el timol. De acuerdo con
Calvo y col. (2014) las plantas de orégano con el quimio-tipo para el carvacrol se
encuentran en las zonas con climas semi-aridos y templadas; lo anterior a
diferencia de las plantas con el quimio-tipo para el timol que se encuentran en

zonas menos aridas y mas frias.

La biosintesis de aceite esencial se realiza en los tricomas situados en las partes
aéreas de la planta. Los tricomas glandulares consisten en un conjunto de
células escritoras, con una cavidad subcuticular donde se acumula el aceite
esencial (Crocoll y col., 2016). Los terpenos contenidos en el aceite esencial se
sintetizan a partir de moléculas de cinco carbonos, por la via plastidica
metileritrirol y la via citosolica del mevalonato (Figura 2) (Gershenzon y Kreis,
1999).
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Figura 2. Demostracion grafica de las rutas biosintéticas de los terpenos (Tholl, 2006)

Los principales precursores de la formacion de estos metabolitos son el difosfato
geranil (GPP) y el difosfato farnesil (FPP). Estos precursores son transformados
en estructuras basicas de terpenos por la actividad de enzimas terpeno sintasas.
(Tholl;” 2006). Monoterpenos como el carvacrol son derivados del difosfato
isopentil (IPP) y de su isomeros difosfato dimetilalil (DMAPP). Estos compuestos
son sintetizados en el citosol, en siete reacciones enzimaticas de la via del

mevalonato (Schaller y col., 1995).
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Vargas-Mendoza y col., (2016) demostraron que la biosintesis de carvacrol o
timol (compuestos mayoritarios en la planta) depende de las condiciones
ambientales, principalmente de la temperatura y humedad concluyendo que se
debe a un proceso de adaptacion local. Por otro lado, se ha demostrado el efecto
meteorolégico general (temperatura, lluvia, la radiacion solar y su duracion)
sobre la acumulacion de carvacrol en Thymus pulegioides, planta del mismo
género que el orégano, resultando la mayor concentracion de carvacrol entre los
meses de Octubre y Diciembre, siendo este ultimo el de la concentraciébn mas
alta (Vaiciulyte y col., 2016).

Ademas del efecto generado por las diferentes condiciones de cultivo sobre la
concentracion de los compuestos activos, se ha demostrado un incremento en la
concentracion de carvacrol cuando la planta Lippia graveolens es estimulada con
radiacion Tezara y col., (2014). Asi mismo, Bueno-Duran y col. (2013)
demostraron un incremento en la concentracion de carvacrol cuando la planta es

estimulada con luz roja.

Conjuntamente, se ha estudiado el funcionamiento del orégano como planta
medicinal. Garcia y col., (2017) demostraron el efecto de Lippia graveolens como
foto-quimiprotector contra la radiacion UVB que induce cancer de piel, siendo los
compuestos pinocembrina, naringenina y galangia los generadores de dicho
efecto. Asimismo, Poto€najak y Domitrovi¢ (2016) demostraron que el carvacrol
puede disminuir el estrés oxidativo y la inflamacién generada en dafio renal, esto
por la intervencién del compuesto en rutas de sefializacién tal como ERK y
PI3K/Akt. Por otro lado, una de las aplicaciones de este compuesto es como
conservador en alimentos enlatados. Debido a esto, Ruiz-Cabello y col. (2016)
demostraron la genotoxicidad que podia tener el carvacrol in vivo, es decir,
cuando es ingerido. Los resultados demostraron que no hay ningun tipo de

riesgo de genotoxicidad al ingerir el compuesto.
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3. HIPOTESIS

El cultivo de orégano (Lippia graveolens) bajo condiciones de invernadero como
la temperatura, humedad y radiacion modifica la ruta de biosintesis de
metabolitos secundarios como el carvacrol a diferencia del cultivo en condiciones
de campo, debido a que en otras especies los niveles de carvacrol se
incrementan cuando son cultivadas en alta temperatura, alta humedad y alta

radiacion.

4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL
Establecer las condiciones de cultivo que permitan estandarizar la concentracion

de carvacrol en orégano (Lippia graveolens).

4.2. ESPECIFICOS

e Evaluar las condiciones de cultivo de campo del orégano
(Lippia graveolens)

e Establecer las condiciones de cultivo del orégano (Lippia
graveolens) en el invernadero

e Analisis estadistico de los resultados obtenidos

5. MATERIALES Y METODOS

El procedimiento para determinar las condiciones de cultivo para L. graveolens
consistid_en dos etapas. En la primera etapa se realizé la busqueda de las
localidades dentro del estado de Querétaro en donde se encuentra la planta;
tambiéen se efectud una revision de las condiciones climatoldgicas en bases de
datos para cada una de las localidades del estado de Querétaro y asi poder
establecer tres lugares de toma de muestra. La segunda etapa consistio en la

toma de muestra vegetal en tres localidades, su conservacion, el analisis de la
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composicion quimica, asi como el andlisis estadistico de cada resultado. Estas

etapas se pueden observar en la Figura 3.

Lippia graveolens
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Figura 3. Diagrama general de las etapas realizadas para establecer las condiciones de
cultivo del orégano (Lippia graveolens).

5.1. EVALUACION DE LAS CONDICIONES AMBIENTALES

5.1.1. Busqueda de Lippia graveoles en el estado de Querétaro
Se realiz6 una busqueda del orégano de la especie Lippia graveolens en la base
de datos de la Red Mundial de Informacion sobre Biodiversidad (REMIB) de la
CONABIO. Esta base de datos es un sistema computarizado de informacién
biologica que incluye bases de datos de tipo curatorial, taxonémico, ecolégico,
cartografico, bibliografico, etnobioldgico, de uso y catalogos sobre recursos
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naturales y otros temas; dicho sistema esta basado en una organizacion
académica interinstitucional, descentralizada, e internacional formada por
centros de investigacion y de ensefianza superior, publicos y privados, que
posean tanto colecciones bioldgicas cientificas como bancos de informacién. Sus
tres principales objetivos son: 1) Promover el intercambio de informacion bidtica
a través de una red internacional de bases de datos, asi como analizar y acordar
politicas conjuntas sobre la propiedad intelectual, el control de calidad'y las
formas de distribucion de los datos; 2) Incrementar y mejorar la accesibilidad y
calidad de esta informacién, manteniéndola actualizada; y 3) ‘Ofrecer el
conocimiento béasico de la biodiversidad al publico en general, bajo las normas y
procedimientos establecidos.

Para el ingreso a la base de datos se llenaron los campos requeridos como se
muestra en el Cuadro 1. La informacion ingresada en cada uno de los campos
fue para determinar especificamente las localidades, colonias y municipios en
donde se encuentra la planta de orégano (Lippia graveolens) para el estado de
Querétaro. Los resultados se recopilaron y se organizaron por municipio y

localidad creando una base de datos en el programa Excel.

Cuadro 1. Informacion requerida para el'ingreso a la informacién de la base de datos de la REMIB

Datos aingresar Informacién ingresada

Categoria.taxondémica Familia

¢Buseas por? Lippia graveolens
Rais México

Eﬂzt)iiz)(smo para Querétaro

Crear mapa NO

Mapa base Estados

Formato de salida Delimitado por comas
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5.1.2. Evaluacién de las condiciones ambientales por localidad
Las condiciones ambientales por localidad se obtuvieron de las estaciones
climatolégicas de la Comision Estatal de Aguas Querétaro (CEA) y de la
Secretaria de Desarrollo Agropecuario (SEDEA). Se obtuvieron los registros de
precipitacion, evaporacion y temperatura minima y maxima desde el afio de 1995
hasta el 2010 de diferentes estaciones meteoroldgicas ubicadas en cada uno de
los municipios en los que se encuentra el orégano (22036, 22021, 22038, 22051,
22008, 22019, 22070, 22016 y 22034). De acuerdo a los registros obtenidos se
realizaron diagramas ombrotérmicos de cada municipio. Un diagrama
ombrotérmico es un grafico de doble entrada en que se representan las
temperaturas medias (en grados centigrados, °C) y las precipitaciones (medidas
en milimetros por metro cuadrado) de un lugar. Los datos se obtienen de
estaciones meteorologicas y deben tener datos de al menos 30 afios de

mediciones.

Con base en los registros obtenidos de las estaciones meteoroldgicas se
realizaron diagramas ombrotérmicos, de acuerdo con Gaussen, para cada uno
de los municipios en donde se encuentra la especie; estos diagramas se
realizaron usando el programa de Microsoft office Excel® 2010. Después de la
realizacion de los diagramas ombrotérmicos, se hizo una comparacion
estadistica de las temperaturas maximas y minimas, asi como de la precipitacion
por cada localidad en donde se encuentra de manera silvestre la planta de
orégano. Esta comparacion se realizO para seleccionar tres localidades de
colecta de orégano obteniendo una localidad con la temperatura mas alta, otra

con la temperatura media y una ultima con una temperatura minima.

5.1.3. Material vegetal
El material vegetal se obtuvo por triplicado de la parte aérea de las plantas
recolectadas en los puntos sefalados para los municipios de Cadereyta,
Pefiamiller, y Toliman. Las plantas fueron trasplantadas a bolsas negras de

plastico con el suelo del lugar de origen y fueron conservadas en un invernadero
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ubicado en la Universidad Autbnoma de Querétaro (UAQ) Campus Amazcala

hasta su analisis quimico.

5.1.4. Andlisis del material vegetal
Una vez que se obtuvo el material vegetal en campo se procedié al trabajo de
gabinete en el Laboratorio de Bioingenieria de la UAQ. El primer paso en el
procesamiento del material vegetal fue la eliminaciéon de la humedad, dejando
secar a temperatura ambiente en bolsas de papel durante una semana. Después
se proceso la muestra en un molino para café de la marca KRUPS tipo F408, y
se separdé mediante el uso de en un tamiz (No. 40) de la marca MONT INOX
hasta llegar a un tamafio de particula menor de 0.4191 milimetros. Las muestras
procesadas y separadas se conservaron en frascos &mbar hasta la extraccién y

cuantificacion de los compuestos bioactivos.

5.1.5. Extraccion de compuestos bioactivos
La extraccidbn de compuestos bioactivos fenoles extraibles y no extraibles
consistié en pesar por triplicado 1 g de muestra seca y finamente molida. Se
agregaron 10 ml de una solucién de metanol: acido férmico: agua destilada
(80:2:18). Se homogenizaron las muestras en un vortex por 30 segundos, y se
llevaron a sonicacion en un bafio ultrasénico durante 30 minutos a temperatura
ambiente (23 °C). Transcurrido este tiempo, las muestras fueron centrifugadas a
9500 rpm por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y el residuo
sblido fue sometido al mismo procedimiento de extraccién. Los dos
sobrenadantes. se conservaron en el mismo tubo y se midié6 el volumen de
extraccion final. Después se realizé una separacion en un filtro de nylon para
jeringa con un tamafo de 45 pm y un didmetro de 25 mm. Los extractos fueron

almacenados a 4°C protegidos de la luz.

5.1.6. Determinacién de fenoles totales
Los fenoles totales se determinaron espectrofotométricamente por el método de

Folin-Ciocalteu descrito por Singlenton y Rossi (1965). Este método se basa por

18



la oxidacion de los grupos hidroxilo mediante el reactivo de Folin. Este reactivo
estd compuesto de una mezcla de wolframato sodico y molibdato sédico en
acido fosforico.

Para la determinacién de fenoles totales se colocaron 30 ul de cada extracto
(seccidn 5.1.5) en una placa de 96 pozos. Después se colocd 120 ul de una
solucion de carbonato de sodio al 7.5 % (p/v). Posteriormente se diluyeron 150 pl
del reactivo Folin & Ciucalteu en una relacion 1:10 con agua destilada. Se cubrié
la placa con papel aluminio y se conservé durante 2 horas protegido de la luz.
Después del tiempo transcurrido realizé la lectura de las absorbancias en un

espectrofotometro UV/VIS MultiSkan Go® a una longitud de onda de 765 nm.

Los resultados se calcularon con base en la curva de calibracion realizada con el
estandar de acido gélico (0.2 mg/ml). Los resultados se expresaron como mg
equivalente a acido galico por los gramos de materia vegetal seca (mg eq. Ag/g
peso seco).

5.1.7. Determinacion de flavonoides totales
Los flavonoides totales se determinaron-espectrofotométricamente de acuerdo a
lo descrito por Zhishen et al., 1999. Este método consiste en la formacion de un
complejo aluminio-flavonoide en medio basico que presenta una coloracion rosa
salmén. La absorbancia medida serd proporcional a la concentracién, la cual

estd expresada como equivalente del estandar por gramo de muestra seca.

Se determind la concentracion total de flavonoides en cada muestra tomando
100 uL del extracto (obtenido en la seccion 5.1.5) en tubos de 2 ml de capacidad
con 40 ul de agua destilada agregada previamente al tubo. Posteriormente se
colocan 30 pl de una solucion de nitrito de sodio al 5 % (p/v) y se deja reposar
por 5 minutos. Después del tiempo requerido se agregan 30 pl de una solucion
de tricloruro de aluminio al 10 % (p/v) y se deja reposar por un minuto. A
continuaciéon se agregan 200 ul de una solucién de hidroxido de sodio 1 N e

inmediatamente se colocan 240 ul de agua destilada. Se agita gentilmente para
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homogenizar. Se colocan 300 ul de cada reaccién en una placa de 96 pozos
para su lectura espectrofotométrica. La longitud de onda medida fue a 510 nm en
un espectrofotdmetro UV/VIS MultiSkan Go®.

Los resultados se calcularon con base en la curva de calibracion realizada con el
estandar de hidrato de catequina (0.6 mg/ml). Los resultados se expresaron
como mg equivalente a hidrato de catequina por los gramos de materia vegetal

seca (mg eg. hg/g peso seco).

5.1.8. Determinacion de capacidad antioxidante DPPH
La determinacién de la capacidad antioxidante por el método DPPH se basa en
la estabilidad del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), la cual se atribuye a la
deslocalizacion del electron desapareado lo cual genera-una coloracién violeta
gue puede ser visible a una longitud de onda de 480 nm. Cuando una disolucion
de DPPH entra en contacto con una sustancia que puede donar un atomo de
hidrégeno o con otra especie de radical (R) se produce la forma reducida DPPH-

H o DPPH-R generando una pérdida de color en la solucién.

Para la determinacion de este método se tomaron alicuotas de 20 ul del extracto
(seccién 5.1.5) y se colocaron_en placas de 96 pozos. Después se agrego la
solucion DPPH preparada con metanol hasta obtener una absorbancia cercana a
1. Se dejo reposar por 30 minutos, y posteriormente se realizo la lectura a una

longitud de onda de 480 nm en un espectrofotémetro UV/VIS MultiSkan Go®.

Los resultados se calcularon con base en la curva de calibracién realizada con el
estandar de trolox (1 mg/ml). Los resultados se expresaron como mg equivalente

a trolox por los gramos de materia vegetal seca (mg eq. trolox/g peso seco).

5.1.9. Determinacién de la capacidad antioxidante FRAP
La determinacion de la capacidad antioxidante se realizd6 por el método
espectrofotométrico FRAP. Este método se basa en el poder que tiene una

sustancia antioxidante de reducir el hierro de Fe® a Fe?" que es menos
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antioxidante. ElI complejo férrico-2.4.5-tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es
reducido al complejo ferroso coloreado. EI complejo sera reducido por productos
con potenciales redox menores a 0.7 V (potencial redox del Fe3"TPTZ).

Para la determinacion de este método se prepar6 1 L de buffer de fosfatos, 100
ml de acido clorhidrico 40 mM y 10 ml de tricloruro de aluminio 20 mM. Para el
reactivo FRAP se pesaron 15.6 mg del reactivo TPTZ y se diluyeron en 5 ml de
la solucién de &cido clorhidrico. Después se agregaron 50 ml del buffer de
fosfatos y se mezcld. Por ultimo se agregaron 5 ml del tricloruro de aluminio.
Para la reaccién se tomaron 20 pl del extracto (seccion 5.1.5) y se colocaron en
una placa de 96 pozos. Se adicionaron 280 pl del reactivo FRAP y se dejo
reposar por 30 minutos. Después del tiempo de reposo se realizo la lectura a una
absorbancia de 630 nm en un espectrofotometro UV/VIS MultiSkan Go®. Los

resultados se calcularon como se describié para el método DPPH.

5.1.10. Comparacion de carvacrol
Se realizd la comparacion del contenido de carvacrol obtenido por diferentes
autores en diferentes condiciones ambientales para determinar las condiciones
especificas para el incremento de este compuesto en las plantas de orégano. La
comparacién se realizé de acuerdo a las condiciones de localizacion geografica,
de temperatura y precipitacion, asi como el porcentaje de carvacrol que se

obtiene.

5.2. VALIDACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO

5.2.1. Disefio del sistema de produccion
Se realizaron dos sistemas de produccion del orégano; el primero se realizé en
un invernadero estilo gotico con ventana cenital en la parte superior, con un
tamafno de 45 m de largo por 16 m de ancho y una cubierta plastica blanca. Y el

segundo se realizé en la parte exterior del invernadero delimitando un area de 7
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m de ancho por 8 m de largo con malla, creando un sistema de produccién

convencional o en campo.

Se colocaron 9 plantas de orégano de la localidad de Cadereyta en cada uno de
los sistemas de produccion, teniendo un total de 18 organismos. Se sustituyo el
suelo del lugar de origen por sustrato peat moss y tezontle. Las plantas se
aclimataron durante una semana en cada sistema de cultivo. Se aplicé un riego

constante por goteo con solucion nutritiva balanceada.

El cultivo de orégano tuvo una duracion de 30 dias, obteniendo una muestra de
hoja inicial y una final, ambas por triplicado. Se realizaron las determinaciones de
fenoles totales, flavonoides totales, capacidad antioxidante por los métodos de
DPPH y FRAP como se describié anteriormente en los apartados 5.1.4, 5.1.5,
5.1.6,5.1.7,5.1.8 y 5.1.9.

5.2.2. Monitoreo de las condiciones ambientales
El monitoreo de las condiciones ambientales se realiz6 colocando dos sensores,
uno para temperatura y otro para la humedad relativa, en un dispositivo data
logger para cada uno de los sistemas de cultivo (invernadero y campo). El
registro de los datos de humedad relativa y temperatura se realiz6 durante 30
dias cada 30 minutos. Al finalizar el experimento, se descargaron y almacenaron

los datos obtenidos en una hoja de Excel® para su posterior analisis.

5.3. Analisis estadistico
Los resultados obtenidos de las determinaciones de carvacrol y de las
respuestas. explicativas (timol, fenoles y flavonoides totales, capacidad
antioxidante) fueron tratados estadisticamente mediante un andlisis de varianzas
(ANDEVA) con un nivel de significancia de 95 % (p<0.05); primeramente, dentro
de los tratamientos y posteriormente entre estos. Ademas, se realizo un analisis
multivariable para determinar el efecto entre las diferentes condiciones de cultivo

sobre la produccion de metabolitos especializados (Cochran y col., 1974).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. CONDICIONES AMBIENTALES

6.1.1. Orégano de la especie Lippia graveolens en el estado de
Querétaro

De acuerdo a la busqueda realizada en la base de datos de la REMIB, el
orégano de la especie Lippia graveolens se encuentra en los municipios de
Penamiller, Toliman, Landa de Matamoros, Ezequiel Montes, Arroyo Seco y
Cadereyta. Estos resultados se presentan en el Cuadro 2. Las localidades antes
mencionadas se encuentran en el semidesierto de Querétaro, y presentan las
condiciones ambientales requeridas por Lippia graveolens. de acuerdo con
Huerta (1997).

Cuadro 2 Localizacion de orégano (Lippia graveolens) para el estado de Querétaro
(Remib, 2017)

MUNICIPIO LOCALIDAD
Cadereyta de Montes LaMora
Las Moras
El Infiernillo

Rio Moctezuma

Toliman San Pablo Toliman
Peiiamiller Pefiamiller

ND
Ezequiel Montes Las Rosas
Arroyo Seco Trapiche

Rio Carrizal
Landa de Matamoros Carretera La vuelta-Tancoyol
Jalpan de Serra Tanchanaquito

Jalpan

6.1.2. Evaluacioén de las condiciones ambientales por localidad
Los resultados obtenidos de los diagramas ombrotérmicos para la evaluacién de
las condiciones ambientales por localidad presentaron condiciones climaticas

para el municipio de Arroyo Seco con temperaturas entre 16.7°C y 26°C, con
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altas lluvias entre los meses de junio y octubre. La precipitacion en este
municipio esté entre los 66.4 mm y 151.6 mm. Estos resultados se presentan en
la Figura 4.
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Figura 4. Diagrama ombrotérmico del municipio de Arroyo Seco. Se presenta el
monitoreo de temperatura en grados Celsius (°C) y mm de precipitacion. Datos
obtenidos del Sistema Meteorolégico Nacional.

El diagrama ombrotérmico para el municipio de Cadereyta presenta
temperaturas entre 12.2°C y 19.3°C. Por otro lado, las lluvias se intensifican en
el mes de mayo y disminuyen al final del mes de octubre. Las temperaturas mas
bajas se presentan en los meses de enero y febrero, mientras que las mas altas

entre los meses de mayo y junio. Estos resultados se presentan en la Figura 5.

Las condiciones climaticas para el municipio de Pefamiller presentan

temperaturas entre 13.7°C y 20.9°C. La temperatura maxima se presenta en el
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mes de mayo y la minima en enero. La temporada de lluvias es entre los meses
de mayo a octubre con valores entre 3 mm y 91.4 mm de precipitacion. El

diagrama ombrotérmico se presenta en la Figura 6.
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Figura 5. Diagrama ombrotérmico del municipio de Cadereyta. Se presenta el monitoreo
de temperatura en grados Celsius (°C) y mm de precipitacién. Datos obtenidos del
Sistema Meteoroldgico Nacional.

El municipio de Jalpan de Serra presenta temperaturas entre 17.4°C y 28°C
durante los meses de diciembre y mayo, respectivamente. La temporada de
lluvias se presenta-de manera similar a los municipios anteriores, entre los
meses de mayo a octubre. Sin embargo, la precipitacion es mayor durante los
meses de junio, julio y septiembre, 135 mm, 1895 mm y 212.3 mm,

respectivamente. Estos resultados se muestran en la Figura 7.
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Figura 6. Diagrama ombrotérmico del municipio de Pefiamiller. Se presenta el monitoreo
de temperatura en grados Celsius (°C) y mm de precipitacion. Datos obtenidos del
Sistema Meteorolégico Nacional.

El municipio de Landa de Matamoros presentdé en su diagrama ombrotérmico
temperaturas entre 18.5°C y 28.8°C para los meses de enero y mayo,
respectivamente. Las lluvias mas intensas se presentan en los meses de agosto
y septiembre, 108 mm y 180.8 mm, respectivamente. Los meses de mayor
sequia se son febrero y diciembre, 7.7 mm y 10 mm, respectivamente. Estos

resultados se presentan en la Figura 8.
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Figura 7. Diagrama ombrotérmico del municipio de Jalpan de Serra. Se presenta el
monitoreo de temperatura en grados Celsius (°C) y. mm de precipitacion. Datos
obtenidos del Sistema Meteorolégico Nacional.
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Figura 8. Diagrama ombrotérmico del municipio de Landa de Matamoros. Se presenta el
monitoreo de temperatura en grados Celsius (°C) y mm de precipitacion. Datos
obtenidos del Sistema Meteorolégico Nacional.
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El andlisis ombrotérmico para el municipio de Toliman mostré temperaturas entre
15°C y 23°C, diciembre y mayo respectivamente. Los meses de mayor
precipitacion se presentaron igualmente que para los otros municipios entre
mayo y octubre. Las precipitaciones mas altas fueron en junio, julio y septiembre,
65.5 mm, 63.1 y 62.1 respectivamente. Estos resultados se pueden observar en

la Figura 9.
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Figura 9. Diagrama ombrotérmico del municipio de Toliman. Se presenta el monitoreo
de temperatura en grados Celsius (°C) y mm de precipitacion. Datos obtenidos del
Sistema Meteorol6gico Nacional.

De acuerdo a los resultados de estos diagramas ombrotérmicos, se realizdé un
analisis para comparar las temperaturas maximas y minimas de cada uno de los
municipios en donde se encuentra de manera silvestre la planta de orégano;

estos resultados pueden observarse en la Figura 10. El municipio de Landa de
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Matamoros presenté la temperatura mas alta (28.8°C), y el municipio de
Cadereyta presentd la temperatura mas baja (12.2°C).
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Figura 10. Comparacién de las temperaturas maximas y minimas correspondientes a
cada uno de los municipios del estado de Querétaro en donde se localiza Lippia
graveolens.
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Figura 11. Precipitacion de cada uno de los municipios de Querétaro en donde se
localiza la planta de orégano (L. graveolens).

Adicionalmente, se realizd un analisis de las precipitaciones que se presentan en
cada localidad. Los resultados se muestran en la Figura 11, en donde el
municipio de Jalpan de Serra tiene la mayor precipitacion en el afio, ente los
meses de junio y octubre. Por otro lado, el municipio de Toliman presenté una
precipitacion minima de 4.3 mm en los meses de febrero y diciembre. Los
cambios de estas dos condiciones ambientales permitieron determinar tres
lugares del estado de Querétaro para la colecta de la planta silvestre de orégano
siendo los municipios de Pefiamiller, Tolimdn y Cadereyta los municipios

seleccionados.

Después de la seleccion de las localidades para colectar la muestra, se realizé
una comparacion de las temperaturas maximas y minimas para los municipios
que fueron seleccionados para colectar las muestras de las plantas de orégano,
Figura 12. La temperatura maxima se presenta en el municipio de Toliman con
31.7°C, y la temperatura minima se registrO en el municipio de Cadereyta con
3.3°C. Estos resultados permiten obtener un intervalo de temperatura en donde

se puede encontrar el orégano silvestre.

Ademéas del analisis de temperaturas maximas y minimas para las tres
localidades seleccionadas, se evaluaron las diferencias entre la incidencia de
lluvias en mm de precipitacién observandose mayor cantidad de precipitacion en
el municipio de Cadereyta durante los meses de Junio y Julio en contra parte en
el municipio_de Toliman se presenta menor incidencia de lluvias durante los
mismos meses. Estos resultados se pueden observar en Figura 13, en donde la
mayor precipitaciéon (mm) para el municipio de Pefiamiller fue entre los meses de

agosto y octubre.
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Figura 12 Comportamiento de las temperaturas minimas y maximas de las localidades
de Penamiller, Toliman y Cadereyta en donde se localiza Lippia graveolens en el estado
de Querétaro de acuerdo a los datos del Sistema Meteorol6gico Nacional.
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Figura 13. Precipitacion para los municipios de Pefiamiller, Cadereyta y Toliméan
pertenecientes al municipio de Querétaro en donde se localiza de manera silvestre la
planta de orégano (L. graveolens).
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6.1.3. Determinacién de compuestos por localidad

6.1.3.1 Fenoles totales

Los resultados de la determinacion de la concentracion de fenoles totales en las
plantas de orégano de cada municipio mostraron diferencias significativas
(p<0.05) entre cada uno. Las plantas de orégano recolectadas en el municipio de
Pefiamiller contienen la concentracion mas alta de estos compuestos con un
valor promedio de 97.26 mg eq. AG/g muestra seca, con  diferencias
significativas con las plantas recolectadas de Toliman y Cadereyta. Por otro lado,
la concentracion mas baja de fenoles totales se presentd en las plantas del
municipio de Toliman. Estos resultados se muestran-en. la Figura 14. La
diferencia de las concentraciones para cada localidad se atribuye a las
condiciones ambientales; es decir, la diferencia.de temperatura ambiental, asi
como de la precipitacion. La precipitacion es uno de los factores ambientales que
influyen en la biosintesis de compuestos en las plantas de orégano de la especie
Oreganum vulgare de acuerdo con Tezara y col. (2014) asi como Morshedloo y
col. (2017).
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Figura 14. Concentracion de fenoles totales en plantas de orégano de dos diferentes
localidades. Los resultados se muestran como la varianza individual (p<0.05).
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6.1.4. Flavonoides totales

La concentracion de flavonoides totales en las plantas silvestres fue mayor en
aquellas pertenecientes al municipio de Cadereyta. Las plantas del municipio de
Toliman presentaron la concentracion de flavonoides mas baja. Estos resultados
se presentan en la Figura 15 donde se observa una diferencia significativa en las
plantas de orégano que se encuentran en los municipios de Cadereyta y
Toliméan. A diferencia de la concentracion de fenoles totales, se presenta una
mayor concentracion de flavonoides cuando las plantas se encuentran-en bajas
temperaturas, de al menos 5°C de diferencia entre cada localidad. Ademas, de
acuerdo a los resultados obtenidos en el andlisis para la incidencia de lluvias
(mm de precipitacion), la diferencia en la concentracion de flavonoides totales
esta influenciada por esta condicidon ambiental. De acuerdo con Dunford y col.
(2005) el riego o el estrés hidrico en la planta es un factor importante para la

sintesis de compuestos bioactivos (fenoles, flavonoides y terpenos).
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Figura 15. Concentracion de flavonoides totales para las plantas de orégano cultivadas
en dos localidades diferentes. Los resultados presentan la varianza individual (p<0.05)
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6.1.5. Capacidad antioxidante método DPPH

De acuerdo al andlisis de varianza realizado, en la capacidad antioxidante por el
método DPPH si existe una diferencia significativa (p<0.05) entre las plantas
cultivadas en Cadereyta y Pefiamiller, respecto a las plantas de la localidad de
Toliman; es decir, las plantas de orégano que se recolectaron del municipio de
Toliman presentan una mayor capacidad antioxidante, a diferencia de las plantas
obtenidas de los municipios de Pefiamiller y Cadereyta. De manera contraria, las
plantas presentaron una capacidad antioxidante similar entre las pertenecientes
a la localidad de Cadereyta y Pefiamiller. Estos resultados se presentan en la
Figura 16, y se atribuyen a la concentracion de fenoles y flavonoides totales
obtenidos; a mayor concentracibn de compuestos bioactivos se tendra una
mayor capacidad antioxidante (Gonzalez y col., 2007; Calvo-Ilrabien y col.,
2009). La importancia de la determinacién de la capacidad antioxidante es
debido a que se encarga de impedir la iniciacién.y propagaciéon de las especies
reactivas de oxigeno (Garcia-Pérez, 2012; Stanojevic, 2016).
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Figura 16. Capacidad antioxidante por el método DPPH en plantas de orégano de tres
municipios de colecta diferentes. Los resultados se expresan como la varianza individual
(p<0.05).
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6.1.6. Capacidad antioxidante por el método FRAP

La determinacion de la capacidad antioxidante por el método de FRAP permite
detectar los antioxidantes que se relacionan con el Hierro (Fe?*, Fe®"). Los
resultados de esta determinacién mostraron diferencias significativas (p<0.05)
entre las plantas pertenecientes al municipio de Cadereyta y Toliman; es decir,
no se encontraron diferencias significativas en relacion a la capacidad
antioxidante por el método FRAP entre las plantas recolectadas en los
municipios de Cadereyta y Toliman. Sin embargo, la capacidad antioxidante en
las plantas recolectadas en el municipio de Toliman es mayor a diferencia de los
otros dos municipios. Estos resultados se observan en la Figura 17. De acuerdo
con Linde (2016), las condiciones ambientales son factores clave para las

diferencias en las concentraciones de compuestos bioactivos.
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Figura 17. Capacidad antioxidante por el método FRAP en plantas de orégano de dos
localidades diferentes. Los resultados se expresan como la varianza individual (p<0.05).

6.1.7. Comparacion del contenido de carvacrol
El establecimiento de las condiciones de cultivo para el incremento de carvacrol
se obtuvo mediante una comparacion de diferentes condiciones de -cultivo

presentadas por diferentes autores. Estas condiciones se presentan en el
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Cuadro 3, en donde se muestra la localizacion geografica de diferentes especies
de Lippia principalmente de Lippia graveolens asi como la altitud, temperatura
media anual, la precipitacion anual, y el porcentaje de carvacrol obtenido. Estos
resultados presentan diferencias significativas en cuanto a la altitud de cada lo
calidad siendo Yucatan el estado con una altitud a nivel del mar mas baja. Por el
contrario, el municipio de Cadereyta del estado de Querétaro posee la mayor
altitud en cuanto al nivel del mar. En relacion a la temperatura media anual de
cada lugar, el cultivo realizado en Jalisco, México se realiz6 a una temperatura
de 36°C, obteniendo en las plantas cultivadas en ese lugar un porcentaje de
carvacrol del 54.6 % en relacién al peso seco de la muestra. Ademas, Castillo-
Herrera (2007) obtuvo un porcentaje de carvacrol del 31.6 % en plantas
obtenidas del estado de Querétaro, y un porcentaje del 26.68 % de carvacrol en
plantas pertenecientes al estado Coahuila a temperaturas entre 18 y 22°C. En
relacion a la precipitacion, el lugar con menor precipitacion fue Parauepebas en
el municipio de Para, Brasil, y en ese lugar las plantas poseen un porcentaje de
carvacrol del 22.6 y 23.6 %. La precipitacibn mas alta se presentd en el estado
de Yucatan, México y en Feira de Santana, Brasil con 746 mm y 750 mm,
respectivamente. El porcentaje de carvacrol en las plantas de ambos sitios fue
de 80.07 % y 56.53 %, respectivamente.

Ademas de las condiciones de temperatura y precipitacion, se debe considerar la

altitud a la que se realiza el cultivo; de acuerdo al

Cuadro 3, los cultivos con un alto porcentaje de carvacrol se encuentran en
altitudes muy bajas, casi a nivel del mar. El cultivo realizado en Yucatan, México
por Calvo-lrabien (2014) se encontré a una altitud de 4 m y 6 m sobre el nivel del
mar, y este presento la concentracion mas alta de carvacrol. De acuerdo a estos
resultados las condiciones para obtener la mayor concentracion de carvacrol
deben de ser a una altitud muy baja, es decir, a casi nivel del mar, a una
temperatura ambiente de entre 22 y 26°C, siendo preferentemente 25°C.

Ademas, la precipitacion optima para el cultivo en cielo abierto es de mas de 700
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mm. Sin embargo, cuando se tienen altitudes elevadas las condiciones de cultivo
se modifican de manera que la mayor concentracion de carvacrol se obtiene a
temperaturas entre los 18°C y 22°C con un porcentaje de carvacrol del 31 %
(Castillo-Herrera y col., 2007).

En los municipios de Toliman, Cadereyta y Pefiamiller del estado de Querétaro
presentaron condiciones ambientales y geograficas que justifican la presencia
silvestre de la especie Lippia graveolens. Las alturas de cada municipio varian
hasta en 700 m, siendo el municipio de Cadereyta con mayor altitud y el
municipio de Pefamiller el de menor altitud. Las temperaturas’ medias
ambientales tienen una variacibn de hasta 6°C, es por ello que las
concentraciones de compuestos fendlicos tuvieron diferencias significativas entre
cada lugar. Ademas, las concentraciones de carvacrol obtenidos por los

diferentes autores (

Cuadro 3) evidencian que la mayor concentracién de carvacrol se tiene en el
municipio de Toliman por la altitud presentada (1720 m) y una temperatura
media ambiental de 19°C. Ademas, este municipio puede presentar
temperaturas de mas de 25°C. cumpliendo asi otra de las condiciones
ambientales para el cultivo (Figura 12).

Es por ello que las condiciones de cultivo en condiciones controladas o semi-
controladas para la obtencion de resultados similares deben ser de 18 a 22°C a
una altitud mayor de los 1700 m, con un sistema de riego bajo (0.2 L/15 dias) de
acuerdo a lo establecido por Dunford y col.,, (2005). Ademas, este tipo de
especies. tiene requerimientos nutrimentales muy bajos, es decir con una
fertilizacion organica es suficiente para mantener el cultivo (Teles y col., 2014).
Por otro lado, la etapa fenoldgica es una variable importante para las etapas de
cosecha de la planta, es decir, la cosecha se debe de hacer en la etapa de
floracion o en su defecto en la etapa madura (Castillo-Herrera, 2007; Buen-
Duran, 2014; Soto-Armenta y col., 2019).
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Cuadro 3. Comparacién de los porcentajes de carvacrol obtenidos en diferentes lugares

geograficos con diferentes condiciones de cultivo.
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6.2. VALIDACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO

6.2.1. Monitoreo de temperatura del cultivo en campo e invernadero
El monitoreo de las condiciones de temperatura en los dos tipos de cultivo, campo
e invernadero, se presentan en la Figura 18. El analisis estadistico de varianza
presenta diferencias significativas respecto a las temperaturas obtenidas en cada
cultivo. Se obtuvieron temperaturas semi-controladas en el cultivo en.invernadero
con un intervalo entre 18°C y 23°C, a diferencia del cultivo en campo que presento
picos de temperatura contrastantes, con un intervalo de temperatura de 7°C a
38°C. El resultado de los dos tipos de cultivos presentd-un-mejor control de las

condiciones ambientales dentro del invernadero.
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Figura 18. Monitoreo de temperatura en el cultivo de orégano (Lippia graveolens) en
campo e invernadero.

6.2.2. Establecimiento de la temperatura ambiental
El establecimiento de la temperatura ambiental se realiz6 al comparar las

temperaturas que requiere la planta, las temperaturas a las que la planta esta
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sometida en su localidad de origen y las temperaturas que se pueden mantener

bajo condiciones de cultivo en invernadero.

De acuerdo a los analisis ombrotérmicos de las localidades, las temperaturas
Optimas de cultivo de orégano se encuentran en el intervalo entre 18°C y 23°C. El
monitoreo de la temperatura en el invernadero presentd una temperatura promedio
de 19°C. Estos resultados se presentan en la Figura 19Figura 19 donde se observa
que la temperatura dentro del invernadero estuvo dentro del intervalo marcado por
los analisis ombrotérmicos por localidad; es decir, se pueden simular condiciones
ambientales como de temperatura dentro de un invernadero que puedan ser muy
similares a las condiciones ambientales a las que la planta esta acostumbrada en
la naturaleza. De acuerdo con Huerta (1997) las condiciones ambientales para el
cultivo o el mantenimiento de la planta de orégano de la especie Lippia graveolens
son 20°C a 24°C, de manera que el cultivo en invernadero de la planta cubre con

el requerimiento de las condiciones ambientales.
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Figura 19. Temperaturas maximas y minimas de las localidades (sombreado).
Temperaturas dentro del invernadero (linea morada), temperaturas en campo (linea
negra).
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De acuerdo a los resultados obtenidos de las condiciones ambientales, las plantas
de orégano (Lippia graveolens) incrementa la concentracion de bioactivos cuando
se encuentran en un constante cambio de temperatura (hasta 25 °C). Ademas de
las condiciones por temperatura, la incidencia de lluvias presentada en los
climogramas de los municipios de Cadereyta, Pefiamiller y Toliman presentan
contrastes, observandose mayor precipitacion en el municipio de Cadereyta y
menor precipitacion en el municipio de Toliman. De acuerdo con Tezara y col.
(2014), la mayor concentracion de compuestos bioactivos, especialmente para el
carvacrol y timol, se presenta en lugares donde hay mayor precipitacion; a
diferencia de esto, la mayor concentracion de estos compuestos se observo en las

plantas recolectadas en el municipio de menor precipitacion (Toliman).
6.2.3. Determinacion de compuestos especificos

6.2.3.1 Fenoles totales

Los resultados de fenoles totales para las plantas de orégano cultivadas en
invernadero, durante un periodo de un mes, presentan un incremento en la
concentracion de fenoles totales respecto a la concentracion inicial de estas
plantas. Por otro lado, las plantas de orégano cultivadas en campo presentaron
una disminucion en la concentracion de estos compuestos. La concentracion final
de los fenoles totales en las plantas cultivadas en ambos sistemas, no presentaron

cambios significativos (p<0.05). Estos resultados se observan en la Figura 20.

Estos resultados pueden atribuirse a los cambios significativos de temperatura en
el cultivo en campo. Por otro lado, de acuerdo al analisis de temperatura por
localidad para el estado de Querétaro, las condiciones semi-controladas en el
invernadero entran dentro del intervalo de temperaturas para el cultivo de la

planta.

41



mem |nvernadero  ++ Campo

Fenoles totales mg/g

Inicial Final

Figura 20. Concentracion de fenoles totales (mg eq. Acido gélico/g peso seco) para las
plantas de orégano cultivadas bajo condiciones ambientales en campo e invernadero. Los
resultados se expresan como el error estandar.

6.2.3.2 Flavonoides totales

La concentracion de flavonoides totales para las plantas de orégano incrementé
de manera similar a la concentracion de fenoles totales. Las plantas cultivadas
bajo condiciones de @ invernadero (semi-controladas) presentaron mayor
concentracion de flavonoides, a diferencia de las plantas cultivadas en campo
durante el periodo.de cultivo siendo esta concentracion de 58.2 mg eq.
Catequina/g peso'seco y 17.8 mg eq. Catequinal/g peso seco, respectivamente. La
concentracion de flavonoides en las plantas de orégano disminuyo
significativamente, esto puede deberse a la variacion de temperatura en este tipo

de cultivo. Estos resultados se presentan en la Figura 21.
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Figura 21. Concentracion de flavonoides totales (mg eq. Catequina/g peso seco) para las
plantas de orégano cultivadas bajo condiciones ambientales en.campo e invernadero. Los
resultados se expresan como el error estandar.

6.2.3.3 Capacidad antioxidante DPPH

Los resultados de la capacidad antioxidante por el método DPPH (pérdida de
moléculas hidroxilo) fueron mayores en las plantas cultivadas en campo, con
diferencias significativas a diferencia de las plantas cultivadas en invernadero.
Ademas, este tipo de capacidad antioxidante en las plantas cultivadas en
invernadero disminuy6  significativamente. De acuerdo a estos resultados, se
puede inferir que el tipo de antioxidantes o compuestos fendlicos que se
biosintetizan en condiciones de invernadero (semi-controladas) no tienen una
capacidad antioxidante mediante la pérdida de moléculas hidroxilo. Estos

resultados se presentan en la Figura 22.
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Figura 22. Capacidad antioxidante por el método DPPH (mg eq. Trolox/g peso seco) para
las plantas de orégano cultivadas bajo condiciones ambientales en campo e invernadero.
Los resultados se expresan como el error estandar.

6.2.3.4 Capacidad antioxidante FRAP

La determinacion de la capacidad antioxidante por el método FRAP (6xido-
reduccion) resultd similar a la-capacidad antioxidante determinada por el método
DPPH. La capacidad antioxidante maxima obtenida fue en las plantas de orégano
cultivadas en campo, a diferencia de las plantas cultivadas en condiciones de
invernadero. Por otro lado, la capacidad antioxidante en las plantas en invernadero
no disminuy6 después de ser cultivada en estas condiciones por un periodo de 30

dias. Estos resultados se presentan en la Figura 23.
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Figura 23 Capacidad antioxidante por el método FRAP (mg eq. Trolox/g peso seco) para
las plantas de orégano cultivadas bajo condiciones ambientales en campo e invernadero.
Los resultados se expresan como.el error estandar.

Como se ha reportado por varios autores (Dunford y col., 2005; Garcia-Pérez y
col.,, 2012; Tezara y col., 2014; Linde y col., 2016; Stanojevic y col., 2016), la
concentracion de los compuestos bioactivos se relaciona con las condiciones
ambientales en las que puede estar sometida la planta. Los avances cientificos se
enfocan principalmente en promover que la planta de orégano sintetice mayor
concentracion de carvacroly/o timol, mediante el cultivo controlado para garantizar

la uniformidad de la composicion del aceite esencial en la planta.

7. CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones de esta experimentacion los resultados sugieren que
la produccion de carvacrol esta afectada por las condiciones ambientales tal como
temperatura ambiental y precipitacion. El cultivo de orégano para la sintesis
estandar de carvacrol es optimo a temperatura de 23°C con un riego mayor de 2/3
de capacidad de campo, y con fertilizacion organica. Se recomienda evaluar las
condiciones geograficas principalmente de altura para controlar la temperatura

ambiental adecuada. Para la comunidad de Amazcala se recomiendan
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temperaturas bajas de 21°C para un cultivo con una concentracion uniforme de
bioactivos, principalmente de carvacrol. Ademas, la concentracion de compuestos
fendlicos y flavonoides en el orégano (Lippia graveolens) incrementan cuando se

mantiene una temperatura ambiental en un intervalo de 18°C y 23°C.
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