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RESUMEN

Chrysactinia mexicana A. Gray es un arbusto nativo de México, cominmente
conocido como San Nicolas, el cual se emplea en la medicina tradicional para el
tratamiento de infecciones respiratorias y cutaneas, y sus aceites esenciales han
sido ampliamente estudiados por su capacidad antioxidante. Se ha propuesto que
las condiciones ambientales juegan un papel importante en el rendimiento de
aceites esenciales para C. mexicana. Los objetivos de este estudio fueron elaborar
un protocolo de propagacién, evaluar el porcentaje de germinacion y viabilidad de
aguenios y analizar dos condiciones ambientales para el rendimiento de aceites
esenciales y su capacidad antioxidante. Se colectaron aquenios de la localidad de
Sombrete en Cadereyta, Qro y se sembraron 200 aquenios en charolas de
germinacion hasta obtener una altura promedio de 20 cm, posteriormente. Para la
extraccidn de aceite esencial se trasplantaron 20 individuos por charola con un
sustrato limo-arcillosa y alcalino. Las plantas se mantuvieron bajo condiciones de
invierno (T:14°C, Hr: 30%, FP: 10|14) y verano (T: 27°C, Hr: 60%, FP: 14|10) durante
30 dias. Posteriormente se midieron, cortaron, pesaron y secaron a 40°C y se
extrajo el aceite esencial con el proceso de hidrodestilacion para ambos
tratamientos y por ultimo se analizo la capacidad antioxidante mediante las técnicas
de DPPH y FRAP. Los resultados del estudio mostraron que C. mexicana tiene
mayor porcentaje de germinacion a una temperatura de 20% con exposicion a 12/12
horas luz y riego a saturacién. No existen diferencias significativas entre las
condiciones de invierno y verano en el rendimiento de aceite esencial y no existen
diferencias significativas entre la capacidad antioxidante en condiciones de verano
para DPPH (P= 0.654) y bajo el método FRAP (P=0.831).

Palabras clave: Plantas medicinales, aceites esenciales, capacidad

antioxidante, rendimiento, propagacion.



ABSTRACT

Chrysactinia mexicana A. Gray is a native Mexican shrub, commonly known
as San Nicolas, which is used in traditional medicine for the treatment of respiratory
and skin infections, and its essential oils have been widely studied for their
antioxidant capacity. Environmental conditions have been proposed to play an
important role in the performance of essential oils for C. mexicana. The objectives
of this study were to develop a propagation protocol, evaluate the percentage of
germination and viability of achenes, and analyze two environmental conditions for
the performance of essential oils and their antioxidant capacity. Achaenes were
collected from the town of Sombrete in Cadereyta, Qro and 200 achenes were sown
in germination trays until an average height of 20 cm was obtained, later. For the
extraction of essential oil, 20 individuals were transplanted per tray with a silty-clay
and alkaline substrate. The plants were kept under winter conditions (T: 14 ° C, Hr:
30%, FP: 10 | 14) and summer (T: 27 ° C, Hr: 60%, FP: 14 | 10) for 30 days.
Subsequently, they were measured, cut, weighed and dried at 40 ° C and the
essential oil was extracted with the hydrodistillation process for both treatments and
finally the antioxidant capacity was analyzed using the DPPH and FRAP techniques.
The results of the study showed that C. mexicana has a higher germination
percentage at a temperature of 20% with exposure to 12/12 hours of light and
irrigation at saturation. There are no significant differences between winter and
summer conditions in the essential oil yield and there are no significant differences
between the antioxidant capacity in summer conditions for DPPH (P = 0.654) and
under the FRAP method (P = 0.831).

Key words: Medicinal plants, essential oils, antioxidant capacity, yield,

propagation
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1. INTRODUCCION

México cuenta con una gran diversidad y herencia cultural en el uso de
plantas aromaticas y medicinales (PAMSs). Se estima que existen aproximadamente
5,000 especies de PAMs que tienen aplicaciones terapéuticas (Juarez-Rosete et al.,
2013). Actualmente se ha incrementado el interés comercial en la flora medicinal
mexicana para la elaboracién de productos derivados, debido a los compuestos

fitoquimicos que poseen (Soriano, 2013).

Uno de los principales productos derivados de las PAMs, con importancia
econOmica, son los aceites esenciales. Se estima que existen alrededor de 3000
tipos de aceites esenciales conocidos a nivel mundial, de los cuales
aproximadamente el 10% tienen importancia comercial, utilizandose ampliamente
en diferentes ramas de la industria (Cadavid, 2010). En México, un factor
determinante para el uso y la comercializacién de los aceites esenciales de las
PAMs es el manejo del cultivo. Sin embargo, el 85% de las plantas que se usan
para la obtencibn de aceites esenciales provienen del medio silvestre,
predominando la colecta sobre el cultivo (Juarez-Rosete et al., 2013), tal es el caso

de Chrysactinia mexicana A. Gray.

Chrysactinia mexicana es una especie arbustiva, perteneciente a la tribu
Tagetae de la familia Asteraceae, la cual se encuentra en las regiones aridas y
semiaridas de México. Es utilizada en el tratamiento de enfermedades respiratorias,
estomacales y cutaneas (Cardenas-Ortega et al., 2005; Garcia-Hernandez et al.,
2015). En México no se registran cultivos para esta especie, debido a que no existen

protocolos de propagacion que permitan la produccion comercial.

El presente estudio se centra en generar informacién con un enfoque
agronomico para Chrysactina mexicana, que sirva como base para su posterior

propagacion y manejo en cultivo.



2. MARCO TEORICO

Las plantas aromaticas y medicinales (PAMs) son aquellas que contienen
sustancias, denominadas principios activos o metabolitos secundarios (MS). Los
MS son compuestos de bajo peso molecular que tienen importancia ecoldgica.
Brindan proteccidn contra condiciones adversas tales como, exposicion a luz solar,
temperatura, humedad, salinidad, herbivoria, entre otros (Sepulveda-Jiménez et al.,
2004). El contenido de los MS es importante para valorar una planta medicinal y
dependera de cada especie, asi como de las condiciones del habitat donde se
desarrolle (Moré et al., 2010).

La diversidad de ecosistemas y microclimas presentes en México permiten
que las plantas desarrollen distintos MS, como fenoles, alcaloides glicosidos y
terpenos (Torrenegra, 2015). Los terpenos se encuentran en las plantas como
constituyentes de los aceites esenciales, los cuales se conforman de una mezcla de
moléculas organicas cuya composicidn depende, entre otros factores, de las
condiciones climéticas a las que se desarrollen las plantas (Baser y Buchbauer,
2009).

Los aceites esenciales son compuestos volatiles insolubles en agua
(Cadavid, 2010). Existen diversas técnicas usadas para la extraccion de aceites
esenciales, como la extraccion por arrastre de vapor, la destilacion agua-vapor y la
hidrodestilacién (Stashenko, 2009). La técnica de hidrodestilacion consiste en
mezclar material ya sea seco o fresco, con agua, para posteriormente destilarlo,
para facilitar el proceso de separacion de aceite esencial e hidrolato, se utiliza una

trampa Clevenger (Stashenko, 2009).

El comercio y aprovechamiento de las PAMs esta relacionado en gran
medida, con el aroma y sabor de los aceites esenciales, asi como, el contenido
antioxidante que aportan a la dieta humana. Un antioxidante es una molécula capaz
de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. En las plantas, los

compuestos fendlicos son los principales responsables de la actividad antioxidante



y desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fenomenos de dafio
oxidativo causado por la radiacion solar y el oxigeno, ademas de tener efectos
terapéuticos (Rojano et al., 2008). Actualmente existen diversos métodos para
determinar la actividad antioxidante, los cuales se basan en su capacidad para

captar radicales libres (RL) (Ramos et al., 2008).

Se consideran RL aquellas moléculas que en su estructura atomica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una
configuracion espacial que genera una alta inestabilidad. Los RL son elaborados
continuamente como un producto del metabolismo normal de cada célula e
inactivados por un conjunto de mecanismos (enzimaticos y de atrapamiento). Al
elevarse o disminuir las concentraciones fisioldgicas de las especies reactivas de
oxigeno (EROS) puede acarrear importantes alteraciones funcionales. (Rodriguez
et al., 2001). El estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de muchas
enfermedades humanas, por lo que el uso de antioxidantes en farmacologia es

estudiado de forma intensiva (Ramos et al., 2008).

La actividad antioxidante de los aceites esenciales puede ser evaluado por
diferentes métodos, como el método DPPH y FRAP (Boom, et al., 2018). El DPPH
(1,1-diphenyl-2-pycril-hydrazil) segun lo descrito por Brand-Williams et al. (1995), es
un radical libre que presenta una coloracién purpura en medio metandlico. Se
analiza por medio de espectrofotometria por una disminucién de absorbancia, se
lee a una frecuencia de 517 nm, y se compara con una curva patron empleando el

acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromo-2-acido carboxilico o Trolox.

Por otro lado, el FRAP (Poder antioxidante reductor del hierro) es un método
gue indica la capacidad antioxidante, de acuerdo con el procedimiento descrito por
Benzie y Straind (1996). Este método se basa en el aumento de la absorbancia
debido a la formacion de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) -Fe (ll) en presencia de

agentes reductores, la absorbancia se lee a una longitud de onda de 593 nm.



Debido a las propiedades nutricionales, terapéuticas y al contenido de MS
gue presentan las PAMs se ha incrementado su demanda comercial, lo que requiere
de alternativas agrondémicas sustentables para su aprovechamiento, como lo son,
la generacion de protocolos de propagacion (Juarez-Rosete et al., 2013). Los
protocolos de propagacion son técnicas que describen las caracteristicas y
necesidades que se desean obtener para la reproduccidén de especies vegetales.
Generalmente se emplea la reproduccion via sexual (semillas), que tiene como
beneficio la conservacion de la diversidad genética de la especie. Por otro lado,
existen protocolos de propagacion asexual, lo cual implica tener individuos idénticos
genéticamente a su predecesor, ya sea por estacas, acodos, in vitro, etc. Sin
embargo, al ser genéticamente idénticos, se tiene cierta susceptibilidad al ataque
de plagas y enfermedades, lo cual puede afectar los sistemas de produccién
(Wilkinson y Jacobs, 2014).

Un protocolo de propagacion describe todos los pasos en secuencia
necesarios para reproducir una especie en condiciones adecuadas para su
desarrollo. La secuencia se inicia desde la adquisicion del material vegetal, tiempo
necesario para el desarrollo de la planta, caracteristicas morfoldgicas utiles para el
cultivo, fuentes de propégulos, caracteristicas, recolecciébn y procesamiento,
tratamientos pregerminativos, viabilidad de semillas y técnicas de cuidado para su

desarrollo (Wilkinson y Jacobs, 2014).

En los protocolos de propagacion es importante describir cuales son las
unidades de dispersion (UD) de la especie o la familia con la que se esta trabajando.
En la familia Asteraceae las UD son los aquenios los cuales son frutos que
contienen las semillas. Desde un punto de vista agronédmico, se considera “semilla”
a todas las unidades de dispersion (UD) que dan origen a una planta, (Scandilaris y
Barboza, 2013). La viabilidad de semillas o UD es de importancia para los protocolos
de propagacion ya que de esta manera es posible saber el establecimiento,
potencial de germinacion y éxito reproductivo de una especie (Mancipe-Murillo et

al., 2018). El método mas usado para conocer la viabilidad de las UD, son las sales



de tetrazolio (cloruro de 2,3,5-trifenil-2H-tetrazolio), que tifien de color rojo, debido
a la actividad de las deshidrogenasas de la respiracion del embridén una vez iniciada
la actividad enzimética pasando de tetrazolio a formazan (1,3,5 trifenilformazan). De
esta manera, al ser tefiido, se puede saber que el embrién es apto para germinar.
Por el contrario, la ausencia o la coloracion no homogénea del embrion, significa
gue no es viable (ISTA, 2016).

La germinacién de UD implica cambios bioquimicos y metabdlicos que inician
con la absorcién de agua y finaliza con la emergencia de la radicula a través de su
cubierta (Marquez et al.,2013). Existen tres factores o condiciones para iniciar la
germinacion, 1) viabilidad, el embrién debe estar vivo y apto para germinar. 2)
condiciones ambientales adecuadas, es decir, disponibilidad de agua, rango 6ptimo
de temperatura, oxigeno y luz, y 3) sin dormancia primaria, gue no exista dormancia
primaria presente, es decir, que a pesar de tener las condiciones apropiadas, las
semillas o UD no germinan, debido a diversos factores inherentes de la semilla

(morfoldgicos o fisioldgicos) o ambientales (Hartmann et al., 2002).

3. ESPECIE DE ESTUDIO

Chrysactinia mexicana A. Gray es una especie nativa de México,
comunmente conocida como San Nicolds o damianita que pertenece a la tribu
Tagetae de la familia Asteraceae. Es un arbusto de 25 a 40 cm de alto (Figura 1 A),
con hojas alternas lineares, con dos lineas de glandulas pelucidas en las hojas, que
contienen los aceites esenciales, las flores se encuentran en capitulos amarillos con
8-13 ligulas (Figura 1 B). La floracién se registra de marzo a noviembre (Villarreal,
2003). En México existen 6 especies conocidas del género Chrysactinia, siendo, C.
mexicana la especie con mayor distribucion, pues se encuentra del centro y noreste
de México hasta el suroeste de Estados Unidos (Magallan et al. 2015; Figura 2). En
Querétaro se distribuye en algunas localidades de los municipios de Cadereyta,

Pefia de Bernal, Ezequiel Montes y Pefiamiller (Figura 3). Se encuentra en hébitats



de bosque de encino, bosque de juniperos, bosque de pino, bosque de pino-encino,
bosque tropical caducifolio, chaparral, matorrales xeroéfilos, pastizal, vegetacion
hal6fila, vegetacion riparia y como ruderal en ambientes perturbados, en altitudes

gue van desde los 750 a los 2875 m.s.n.m. (Villasefior y Redonda-Martinez., 2009).

Figura 1. A. Habito
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Figura 2. Mapa de distribucion de C. mexicana en México. Obtenido de
Magallan et al., 2015.
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Figura 3. Mapa de distribucion de C. mexicana en el estado de Querétaro.
Elaborado a partir de REMIB CONABIO.

4. ANTECEDENTES

C. mexicana es una planta medicinal que se ha estudiado desde enfoques
fitoquimicos, de actividad biolégica, taxondmicos, farmacolégicos y en menor

medida agronémicos.

Desde un enfoque fitoquimico, Cardenas-Ortega et al. (2005) registraron 17
compuestos en los aceites esenciales de C. mexicana, de los cuales, dos
compuestos eran los dominantes: eucaliptol (41.3%) y piperitona (37.7%). Ademas,
el analisis revel6 30 constituyentes adicionales, entre estos se detectaron los
siguientes: linalilo acetato (9.1%); R-mirceno (1.2%); R-tuyona (1.2%); y 3,7-dimetil-



1,6-octadien-3-ol (1.4%). Los compuestos restantes detectados por GC-MS estaban

presentes en proporciones muy bajas (<1%).

En estudios recientes, Gomez-Macias et al. (2019), determinaron el perfil
fitoquimico de los polifenoles de C. mexicana por medio de High Performance Liquid
Chromatography / Electrospray Tandem / Mass Spectrometry (HPLC/ESI/MS),
registrando la presencia acido cafeico, acido cafeoilquinico y acido dicafeoilquinico
como principales compuestos con bioactividad, mostrando efectos contra el estrés
oxidativo. También se encontré Cianidina 3-O-rutindsido, Malvidina 3-O-glucésido y
Petunidin 3,5-0O diglucdsido, compuestos con potencial bioldgico y antioxidante. Por
otro lado, Medina-de la Cruz et al. (2020), realizaron cromatografia de gases y
espectrometria de masas para conocer la composicion del aceite esencial de C.
mexicana. Los principales tres compuestos fueron la piperitona (29.57%), eucaliptol
(26.86%) y a-terpineol (14.65%).

Los estudios sobre la capacidad antioxidante de C. mexicana por el método
DPPH mostraron una concentracion efectiva (CEso) de 10.5 (ug ml 1) (Salazar-
Aranda et al., 2011). A su vez, Gomez-Macias et al. (2019) analizaron la capacidad
antioxidante por los métodos ABTS, DPPH y FRAP, encontrando que C. mexicana,
tiene una capacidad antioxidante de 9.21 a 75.71% (ABTS), 38.77 a 67.60%
(DPPH), 42.16 a 67.02% (FRAP).

C. mexicana también se ha estudiado desde un enfoque de actividad
biolégica, Molina-Salinas et al. (2007) evaluaron 14 especies de PAMs candidatos
para el desarrollo de medicamentos o fitomedicinas. Las especies de estudio fueron
seleccionadas por su uso en etnomedicina contra infecciones respiratorias o afines.
Se utilizaron raices, flores y hojas para la elaboracion de extractos etandlicos, los
cuales se probaron en Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y
Staphylococcus aureus. Se comprob6 que C. mexicana tiene accion antimicrobiana
contra Mycobacterium tuberculosis. Por otra parte, Guerra-Bone et al. (2013)
llevaron a cabo ensayos sobre la actividad bioldgica del aceite esencial de C.

mexicana, los cuales, mostraron efectos antimicrobiales, espasmoliticos,



antinociceptivos y antioxidantes. Posteriormente, Garcia-Lopez et al. (2016)
evaluaron el efecto biocida de C. mexicana sobre 6rganos de gallinas ponedoras
que padecian Salmonella typhimurium, demostrando que el extracto etandlico tuvo

la mayor actividad contra las bacterias en la prueba in vitro.

Sobre la actividad antimicrobiana de C. mexicana, GoOmez-Macias et al.
(2019) evaluaron la bioactividad del extracto acuoso de San Nicolas contra
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella entérica y Staphylococcus
aureus, demostrando la actividad inhibitoria contra Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Escherichia coli ATCC 8739 y Salmonella enterica.

En la medicina popular mexicana C. mexicana es utilizada para fiebre y
reumatismo, como diurético, antiespasmaodico, tonico general y como agente
estimulante, Cassani et al. (2015), en un enfoque farmacolégico, estudiaron las
propiedades antidepresivas, los efectos toxicos y los efectos sobre las funciones
hepaticas y bioquimicas de un extracto acuoso de C. mexicana sobre ratones
demostraron que el extracto induce un claro efecto antidepresivo en ratones, sin
afectar ninguna funcion basica. C. mexicana no produjo ningun dafio en las
funciones hepaticas ni produjo ningun cambio significativo en el tejido morfolégico
de los 6rganos examinados. Concluyeron que el consumo de esta planta medicinal
no representa riesgo para la salud. Sobre el analisis de los aceites esenciales de C.
mexicana, Zavala-Mendoza et al. (2016) evaluaron el efecto del aceite esencial
sobre el muasculo liso longitudinal del ileum de conejo, concluyendo que la especie
induce un efecto antiespasmodico que puede ser usado en el tratamiento de

enfermedades intestinales o diarrea.

Debido a que, en la medicina tradicional mexicana, C. mexicana es conocida
por poseer propiedades afrodisiacas, Estrada-Reyes et al. (2016) evaluaron los
efectos prosexuales de extractos de C. mexicana sobre un modelo de
comportamiento masculino sexual de roedores. Observaron que los extractos
activan el comportamiento sexual. En otra investigacion, Medina de la Cruz et al.

(2020) evaluaron el efecto del aceite esencial de Chrysactinia mexicana en aislados



clinicos de Candida glabrata y Saccharomyces cerevisiae para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial. El estudio demostré el
efecto fungicida del aceite esencial de C. mexicana sobre hongos patégenos del

humano como C. glabrata.

En cuanto al control de plagas y enfermedades, Cardenas-Ortega et al.
(2005), analizaron la composicion quimica y la actividad antifingica del aceite
esencial de C. mexicana, sobre el desarrollo de Aspergillus flavus. Los resultados
mostraron que el aceite esencial de las hojas y el contenido de piperitona inhibioé
completamente el crecimiento de A. flavus en concentraciones relativamente bajas.
En otro estudio, Cardenas-Ortega et al. (2011), llevaron a cabo una evaluacion para
probar los efectos biocidas de C. mexicana sobre Sitophilus zeamais. En el estudio
se probo el efecto de la planta pulverizada sobre granos de maiz, usando una dosis
de 20 g/kg de polvo de C mexicana sobre granos de maiz encontrando el 90% de

mortalidad y el 100% de inhibicién de nuevos adultos de S. zeamais.

Desde el enfoque agronémico, Wu et al. (2016) evaluaron la tolerancia
relativa a la salinidad de 10 especies de asteraceas incluyendo Chrysactinia
mexicana. En el estudio se cuantificé y comparo las respuestas del crecimiento del
brote, nimero de flores, peso seco, calidad visual, contenido de clorofila y la
concentracion mineral en invernadero experimental. Los resultados mostraron que
C. mexicana es sensible a la salinidad debido a su reduccién del crecimiento, dafio
foliar por sal y alta acumulacién de Na y Cl en las hojas. Sin embargo, la salinidad

no afecto su supervivencia.

Debido a la falta de estudios agronémicos especificos para C. mexicana, se
revisaron los siguientes estudios relacionados a las condiciones de cultivo para la

produccion de MS en PAMs.

Mahmoud et al. (2018), evaluaron el efecto de los intervalos de irrigacién en
el rendimiento de hierba fresca de Marrubium vulgare (Lamiaceae) y en el contenido

de aceites esenciales en tres periodos de cosechas en Egipto. El estudio demostré
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gue la deficiencia de agua (riego cada 12 dias) y la frecuencia de cosecha influyen
el crecimiento y la acumulacion de aceite esencial de plantas de M. vulgare. El
incremento de los niveles de irrigacidbn aumenta el peso de hierba fresca, pero

decrece el contenido de aceite esencial.

Hendawy et al. (2018) evaluaron la adaptabilidad, el crecimiento, la
productividad, la calidad del aceite esencial y la actividad antioxidante de Mentha
piperita var. multimentha establecida en diferentes lugares agroecoldgicos en
Egipto. Encontraron variabilidad en el rendimiento de los aceites esenciales de
acuerdo con la region agroecoldgica del cultivo. Las plantas se caracterizaron por
un alto contenido de terpenos como mentona y mentol y una alta actividad
antioxidante, especialmente en las plantas cultivadas en Ismailia (22°C) y El-
Fayoum (23.9°C). Para este estudio, la cantidad de compuestos oxigenados en los
aceites esenciales resultd alta en las regiones mas calidas, mientras que se
encontré que la cantidad de hidrocarburos sesquiterpénicos fue alta en localidades

con climas templados (Norte del Sinai y El-Sharkia).

Por otro lado, el efecto del fotoperiodo y de la longitud de onda también se
ha evaluado en la calidad de los aceites esenciales de PAMs. Nishimura et al.
(2009), evaluaron los efectos de la calidad de la luz proporcionada por lamparas
fluorescentes de diferentes colores sobre el crecimiento y las concentraciones de
componentes de aceites esenciales y antocianinas de las plantas de Perilla
frutescens (L), para determinar las condiciones de produccion eficientes en
ambientes controlados. El contenido de antocianinas en los tejidos de hoja fue 1.3-
1.7 veces mayor en el tratamiento de luz roja enriqguecido que en los otros
tratamientos. El tratamiento de luz BR (azul-rojo) fue la calidad de luz adecuado
para producir plantas con altos contenidos de perialdehido, limonelo y antocianinas.
Concluyendo que la longitud de onda influye en la produccion de compuestos

secundarios de la especie.

Con base en los estudios revisados, actualmente la Unica fuente de materia

prima que se registra para C. mexicana es el material vegetativo silvestre, el cual
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se usa tanto para estudios fitoquimicos o para su comercializacién. Por lo que, la
obtencion constante de planta y de sus metabolitos secundarios se limita a la
disponibilidad y las condiciones climaticas de su habitat. En este contexto es
necesario generar un protocolo de propagacion y manejo de cultivo para

Chrysactinia mexicana.

5. JUSTIFICACION

Los estudios sobre fitoquimica, actividad biolégica, accion farmacoldgica y
medicinal de C. mexicana se han abordado ampliamente. Sin embargo, no se han
llevado a cabo estudios especificos con C. mexicana desde un enfoque agronémico
donde se aborden las condiciones ambientales que requiere el cultivo para producir
aceite esencial con la presencia de MS. De igual manera no hay estudios que
ofrezcan un protocolo para la propagacion de C. mexicana que permita la
introduccién de la especie a un esquema de agronegocios, evitando asi, la
disminucion de la especie en su habitat. Debido a que la especie es ampliamente
aprovechada en cuestiones farmacolégicas y medicinales, se requiere una
produccion que ofrezca estdndares de calidad altos que sean competentes con el
mercado, ademas con la extraccion del aceite esencial se genera un valor agregado

para la especie, incrementando su valor econémico en los mercados locales.

6. HIPOTESIS

Las plantas de Chrysactinia mexicana sometidas a condiciones de estrés
ambiental, como lo son condiciones de invierno (menor irrigacion y baja
temperatura), generaran mayor cantidad de aceites esenciales y con mayor
capacidad antioxidante en comparacion a las plantas en condiciones de verano

(mayor irrigacion y alta temperatura).
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7. OBJETIVOS

Objetivo general

Elaborar un protocolo de propagacion y manejo para la obtencién de aceites

esenciales de Chrysactinia mexicana A. Gray.

Objetivos especificos

1. Caracterizar morfolégicamente las unidades de dispersiéon de C.
mexicana.

2. Determinar la viabilidad de las unidades de dispersién de C. mexicana.
3. Determinar el porcentaje de germinacion de C. mexicana en diferentes

condiciones ambientales.

4, Evaluar el efecto de las condiciones ambientales contrastantes
(temperatura, fotoperiodo e irrigacion) en el rendimiento de aceites
esenciales y su capacidad antioxidante.

5. Generar un protocolo de propagacion por unidades de dispersiéon
(semillas) y manejo para C. mexicana para la obtencidon de aceites

esenciales.

8. METODOLOGIA

A manera de esquematizar la metodologia de la presente investigacion, se
elabord el siguiente mapa conceptual (Figura 4). En el cual se sintetizan los
procedimientos que se utilizaron para el cumplimiento de cada uno de los objetivos

planteados.
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Figura 4. Ruta critica de objetivos y metodologia para el protocolo de germinacién

y manejo de C. mexicana.

1. Caracterizacion morfoldgica de las unidades de dispersion de C.

mexicana.
1.1. Areade estudio

Con base en la accesibilidad y disponibilidad de los sitios de distribucién de
la especie las plantas, se seleccion6 una poblacién de C. mexicana en el estado de
Querétaro para la colecta de las unidades de dispersién (UD). Se recolectaron los
aguenios de una poblacién en la regién del Semidesierto queretano-hidalguense,
en un sitio camino a Sombrerete, en el Municipio de Cadereyta de Montes durante
los afios 2017 y 2019 (Figura 5, Cuadro 1). Se registraron las coordenadas
utilizando GPS Oregoén 6509, las caracteristicas de suelo, tipo de vegetacion y clima

del sitio.
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Figura 5. Mapa del punto de colecta de C. mexicana.

Cuadro 1. Caracteristicas del sitio de colecta de C. mexicana. Obtenido de

Alvarado et al., 2018.

Sombrerete

Municipio
Coordenadas
Tipo de vegetacién

Altitud
Humedad relativa

Caracteristicas del
suelo

Cadereyta de Montes

20°47°30” N, 99°39°97” O

Matorral xerofilo, micréfilo. Posteriormente
plantacion de Pinus cembroides.

2512 m s.n.m.

74.20%

Textura: franco arenoso

Alcalinidad: moderada

(pH=8.22)

Salinidad: baja, imperceptible (CE= 0.126 dS/m)
Buen drenaje

Materia organica: alta (4.2%)




1.2. Colecta, seleccion y almacenamiento

Las plantas de C. mexicana fueron podadas, cortando Unicamente ramas de
las plantas que presentaron UD. Se transportaron en bolsas de papel estraza a
temperatura ambiente (25 °C). El material fue procesado en el laboratorio de
Ecologia de la Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ, en donde se separaron
las UD, con ayuda de pinzas de diseccién y un estereoscopio y fueron almacenados
en frascos de plastico con silicagel a una temperatura de 4-8 °C en un refrigerador

marca Torrey TVCO08-F1%, etiquetados con los datos del sitio de colecta.

1.3 Caracterizacion morfolégica de las unidades de reproduccién de C.

mexicana

Para la caracterizacion morfolégica, se tomé una muestra de 70 UD. Para
determinar el tamafio, se midieron largo y ancho (sin tomar en cuenta la longitud del
vilano), con un vernier digital (Traceable®). El color de las UD y del vilano se
determiné utilizando tablas de Munsell® (2011). El peso promedio se obtuvo de 100
UD con tres repeticiones usando una bascula analitca (OHAUS®
ADVENTURER™). Posteriormente se estimo el peso promedio por UD y por gramo.
Se determiné la forma y textura de las UD usando un estereoscopio (Leica S9i ®)

para favorecer las caracteristicas y se capturaron imagenes diferentes aumentos.

2. Determinacion la viabilidad de las UD de C. mexicana.

Para determinar el porcentaje de viabilidad que presentan las UD se llevé a
cabo la prueba de tetrazolio a las muestras colectadas en 2019. Primeramente, las
UD se hidrataron en agua destilada a temperatura ambiente durante 24 h con el fin
de ablandar los tejidos e iniciar la actividad enzimatica. Posteriormente, se llevaron
a cabo dos tratamientos. El tratamiento 1 (T1) con cortes transversales a las UD y
el tratamiento 2 (T2) sin cortes en las UD. Ambos tratamientos se sumergieron en
la solucion de 2, 3, 5 cloruro de trifenil tetrazolio al 1% durante dos horas a 40 °C.

Cada tratamiento tuvo tres repeticiones, siendo 20 UD la unidad experimental.
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Para el analisis estadistico del porcentaje de viabilidad se realizé una prueba

de T de Student entre los tratamientos.

3. Determinacion del porcentaje de germinacion de C. mexicana

Para determinar si el porcentaje de germinaciéon es afectado por la luz y la
temperatura, se realiz6 un disefio factorial donde el factor luz tuvo dos niveles (luz-
1500 lux y oscuridad) y el factor temperatura tres niveles (10, 20 y 30 °C). Cada uno
de los seis tratamientos con cinco réplicas de 30 UD por caja Petri (150 UD en total).
La humedad relativa (30%) y el fotoperiodo (12/12) se mantuvieron constantes. Para
el tratamiento de oscuridad, la caja de Petri fue cubierta con aluminio, para probar
si las UD son fotoblasticas positivas 0 negativas. Todos los tratamientos tuvieron
una duracion de 15 dias. Los tratamientos se sometieron a camara bioclimatica
(CBRF-20°).

Para comparar el porcentaje de germinacion entre los seis tratamientos se
realizd una prueba de ANOVA factorial. En caso de resultar significativo, se realizo
la prueba post-hoc de Tukey. La tasa de germinacion de C mexicana se analiz6é con
pruebas de t de Student para comparar el porcentaje de germinacion en el t 10 y t

50, con el software Germinator (Joosen et al., 2010).

4. Evaluacion del efecto de las condiciones ambientales en el rendimiento

de aceites esenciales y su capacidad antioxidante.
4.1. Establecimiento de un cultivo experimental

Se germinaron 200 UD bajo condiciones de invernadero, con un sustrato de
peat moss y vermiculita (50:50). Después de un periodo de 60 dias, las plantas
fueron trasplantadas a charolas forestales con una mezcla de sustrato de
vermiculita, tierra lama, arena y composta (30:10:60:5), con la finalidad de simular

un suelo alcalino (pH 8.24). Posteriormente, después de 15 dias de tiempo de
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adaptacion al sustrato, las plantas se colocaron dentro de una camara bioclimatica

(CBRF-20®) y se tomaron los datos de altura inicial.

Con la finalidad de evaluar en qué época del afio se obtendria mayor
rendimiento de aceites esenciales, se simularon condiciones ambientales de
invierno y verano. Para simular la estacion invernal (T1), las plantas se mantuvieron
a condiciones de temperatura de 14°C y un fotoperiodo de 10/14 y una frecuencia
de riego cada 8 dias afiadiendo 40 ml por planta. Para simular las condiciones de
verano (T2) se mantuvieron a una temperatura de 27°C y fotoperiodo de 14/10 y
una frecuencia de riego cada 4 dias afiadiendo 40 ml por planta (Cuadro 2). Cada
tratamiento consistié en 100 plantas con cinco repeticiones de 20, con una duracion
de 30 dias.

Cuadro 2 Condiciones de invierno y verano para el rendimiento de aceite esencial
de C. mexicana.

Tratamiento Invierno Verano
Temperatura 14 °C 27 °C
Fotoperiodo 10/14 14/10
Frecuencia de riego Cada 8 dias (sequia) Cada 4 dias
(precipitacién)
Cantidad de riego 40 ml 40 ml
Duracion 30 dias 30 dias

4.2. Método de secado del material vegetal

Una vez transcurridos los 30 dias en ambos tratamientos, se midio la altura
final de los vastagos, y posteriormente se podaron tallos y hojas de C. mexicana,
los cuales se pesaron en fresco con una balanza analitica (OHAUS®).
Posteriormente se colocaron en bolsas de papel estraza, etiquetadas por repeticion
y tratamiento, y se procedié al secado del material vegetal en una secadora de

herborizacion por 48 horas a una temperatura de 40°C; finalmente, una vez secas
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se pesaron para obtener el peso seco. El material seco fue usado para la extraccion

de aceites esenciales.

Se obtuvo la tasa relativa de crecimiento (TRC) tomando en cuenta los datos
de altura inicial, final y el tiempo transcurrido bajo las condiciones de invierno y

verano, siguiendo la férmula obtenida de Garcia Castro (2018).
TRC= 222
T
Donde:
ai= altura inicial
az= altura final

T= Periodo de tiempo

La TRC de C. mexicana se analizé estadisticamente con una t de Student

entre los tratamientos. De igual manera se analizaron el peso fresco y seco.
4.3. Obtencion de aceites esenciales por el método de hidrodestilacion

Para determinar el rendimiento de aceite esencial para C. mexicana,
previamente se realizé un ensayo de extraccidon de aceite esencial bajo el método
de hidrodestilacion con plantas silvestres obtenidas del sitio de camino a
Sombrerete Cadereyta, Qro., en el cual se registro que de 50 g de materia seca 'y

agregando 500 ml de agua destilada se obtiene 1 ml de aceite esencial.

Posterior al ensayo, se ajustd el método de hidrodestilacién, utilizando un
equipo Clevenger para las plantas sometidas a ambos tratamientos (T1 y T2)
(Cuadro 2). El método se ajusto utilizando un matraz de destilacion de 1 L, para la
cantidad de agua destilada se empled una relacién de 1:10, es decir, por cada
gramo se agregaron 10 ml de agua destilada, y se calent6 a una temperatura de 90
°C durante 3 horas. Durante la hidrodestilacion, cada ocasion que se llenaba la
trampa Clevenger, se liberaba el hidrolato y se capturaba en un vaso de precipitado

de 100 ml hasta finalizar el proceso. Una vez obtenidos los aceites esenciales se
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almacenaron en viales ambar de 2 ml y se mantuvieron en un intervalo de
temperatura de 4-8 °C en un refrigerador Torrey TVCO08-F1®. Se obtuvieron diez

muestras de aceite esencial, cinco por cada tratamiento.

Para determinar el rendimiento de los aceites esenciales se utilizo la siguiente
formula obtenida de Sebei et al. (2015).

RAE = m1/m2-100
Donde:
RAE= Rendimiento de aceite esencial

m1= Masa final de aceite esencial expresada en mililitros (ml).

m2= Masa inicial del material vegetal expresada en gramos (g).

Se obtuvo la densidad promedio del aceite esencial obtenido siguiendo la

siguiente formula.
D=%Y/y

D= Densidad
w= Peso (g)

v=Volumen (ml)
La comparacion entre el rendimiento de los tratamientos de invierno y verano
se analizaron estadisticamente por t de Student.

4.4. Método DPPH y FRAP para determinar capacidad antioxidante de los

aceites esenciales.

Para determinar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales de C.

mexicana se utilizaron los métodos de DPPH y FRAP.

Para el método DPPH, primero, se estandarizaron las concentraciones del
radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), el cual se midié ajustando los métodos

de Brand-Williams (1995). Se utiliz6 como base la curva de calibracién empleando
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el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromo-2-acido carboxilico o Trolox (Cuadro 4).
Posteriormente se determind con un espectrofotometro (BECKMAN DU -65®) en

una longitud de onda (A) a 517 nm.

Para la medicion de las muestras, se agregaron 25 ul de aceite esencial puro
en 750 pl de solucion DPPH en un pocillo de cuarzo de 0.7 ml y se midi6é cada
muestra de manera individual, procediendo a la lectura en el espectrofotometro. La
actividad antioxidante por este método se realizo por duplicado y se graficé en uM

ET (Equivalentes de Trolox).

Para el método FRAP (Poder de reduccion del hierro férrico) se modificé del
método de Benzie y Stain (1996). Se hicieron las preparaciones de 2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ) en la solucion de HCI y el Fe (lll), asi como la solucién buffer de
acetato de sodio, se mezclaron y se incubaron a 37 °C en bafio de agitacion con
temperatura (Precision Scientific Model 25®). Luego de 30 min se ley6 la
absorbancia a una longitud de onda (A) de 593 nm con un espectrofotometro
(BECKMAN DU -65®). Los valores de FRAP basados en la curva de calibracion de
Trolox se expresaron en uM ET (Cuadro 3).

Para la medicion de las muestras de FRAP, se agregaron 25 ul de aceite
esencial puro en 750 pl de solucién FRAP en un pocillo de cuarzo de 0.7 ml, se
midi6 cada muestra de manera individual y se procedi6 a la lectura en el
espectrofotometro. La actividad antioxidante por este método se realizd por
duplicado y se expresé en umol Trolox/100 g de aceites esenciales.

Cuadro 3. Preparacion de concentraciones de Trolox para curva de calibracion de
DPPHy FRAP.

Concentracion Trolox uM  pL de Trolox pL de MetOH

50 50 950
100 100 900
200 200 800
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300 300 700
400 400 600

500 500 500

Para la capacidad antioxidante de C. mexicana por los métodos DPPH y

FRAP se hicieron andlisis estadisticos por la prueba de t de Student.

5. Generacion de protocolo de propagaciéon por UD y manejo de C.

mexicana para la obtencion de aceites esenciales

Con los datos obtenidos, se analizo la informacién para elaborar una ficha
técnica para la propagacién y manejo de C. mexicana. Se considero para la ficha,
los caracteres diagndsticos, el procedimiento de colecta y almacenamiento, el
método de germinacion controlada (laboratorio), el método operativo de
germinacion (invernadero), tiempo de germinacion y porcentaje de germinacion, asi
como, las recomendaciones de tipo de sustrato, frecuencia de riego, fotoperiodo e

intensidad luminica.

9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1Caracterizacién morfolégica de UD de C. mexicana

El fruto de C. mexicana es un aquenio el cual contiene la semilla de manera
individual, estos frutos son comunes en la mayoria de las Asteraceae. Las UD tienen
en promedio una longitud de 3.15 = 0.48 mm. de ancho miden en promedio de 0.3
+ 0.02 mm. Muestran una coloracion café oscuro a negro cuando se encuentran
maduras; sin embargo, ninguno de los tonos se encontrd en las tablas Munsell®

(2011) y no se encontro relacion entre la coloracion de la cubierta y la viabilidad de
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las UD. EIl vilano presenta una coloracion amarilla 2.5/7-8 Y en la escala de
colorimetria de Munsell® (2011). Las 100 UD presentaron un peso promedio de
0.035 + 0.001g, es decir que, un solo aquenio pesa en promedio 0.35 mg, Tienen
forma cilindrica y presentan estrias. En almacenamiento guardan el aroma

caracteristico de las hojas de la especie. (Cuadro 4).

Cuadro 4. Caracteristicas morfologicas de las UD de C. mexicana.

Caracteristicas morfolégicas Descripcién
Promedio del largo (mm) 3.15+0.48
Promedio del ancho (mm) 0.3+0.02
Color del aguenio Café oscuro a Negro
Color del vilano Amarillo 2.5/7-8 Y
Peso promedio (g) 0.00035 + 0.001
Forma Cilindrico
Textura Estriada

Las caracteristicas morfolégicas que presentan las UD de C. mexicana, para
las variables de tamafio, forma y color, concuerdan con lo mencionado por
Villasefior (2009). Sin embargo, el aporte desde la perspectiva agronémica de este
estudio permite comparar a C. mexicana con otras Asteraceas, observandose que
el vilano de color amarillo es caracteristico de esta especie. A su vez, el
almacenamiento de los frutos conserva el aroma caracteristico de la especie. Tanto
el aroma como la coloracién del vilano nos puede ayudar a diferenciar los aquenios
de C. mexicana con respecto a los de otras especies en condiciones de
almacenamiento. Los estudios sobre las caracteristicas morfologicas de semillas y
UD son un aporte importante para el reconocimiento, manejo agronémico y estudio
de la especie C. mexicana (Lovey, 2010). No se habia registrado el color del vilano

de C. mexicana, el cual es distintivo de la especie.
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9.2 Porcentaje de viabilidad de las UD de C. mexicana

Los resultados de los experimentos de tinciobn muestran que las semillas
viables de C. mexicana tuvieron una coloracion rojiza, mientas que las semillas
inviables mostraron ausencia de color o colores rojo-rosados dispersos sin un patrén
homogéneo (Figura 6). El tratamiento 1 (con incision) obtuvo 36% de viabilidad,
mientras que el tratamiento 2 (sin incision) mostré un 6%. Sin embargo, el 25% de

las muestras para cada tratamiento se encontraban sin semilla. El porcentaje de

viabilidad presento diferencias significativas entre los tratamientos (t= 3.81, g.1.=8y
P=0.0052, Figura 7).

Figura 6. Prueba de viabilidad con tetrazolio al 1% en UD de C. mexicana. A.
Ausencia de semilla. B. Ausencia de coloracion en la semilla. C. Coloracion rosa-

rojiza dispersa en la semilla. D. Semilla viable.
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Figura 7. Porcentaje de viabilidad de C. mexicana.

La prueba de viabilidad de tetrazolio indica el porcentaje de las UD viables
en una poblacion, y tiene la capacidad de indicar el periodo de tiempo durante el
cual las semillas conservan su capacidad para germinar. La sensibilidad que
presentan las UD de C. mexicana al tetrazolio mostré que estas requieren de un
corte longitudinal para poder obtener la coloracion uniforme del embrién. La incisién
se realiz6 debido a que la UD posee un recubrimiento, que imposibilita la absorcién
de solucién de tetrazolio. Por lo que es recomendable llevar a cabo este
procedimiento cuando se quiera conocer el porcentaje de viabilidad en algun lote de
semillas.

En un estudio realizado por Holubowicz et al. (2001), compararon la viabilidad
de seis especies ornamentales usando sales de tetrazolio, donde dos de estas
especies son asteraceas (Tagetes ereta y Zinnia elegans), se registrd que T. erecta,
presenta una viabilidad méaxima de 65.5 %, mientras que Z. elegans, presenta una
viabilidad maxima de 92.1 %. Estos resultados comparados con este estudio

muestran que C. mexicana tiene una menor viabilidad ya que sélo se obtuvo un
36%.
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Los resultados de este estudio para determinar la viabilidad de C. mexicana
muestran que se debe estandarizar la seleccién de UD, ya que sus aquenios son
susceptibles a dafios por insectos o a la ausencia del embrion, tal como lo propone
Delbdn (2014) para la especie Flourensia hirta (Asteraceae) que presenta una gran
capacidad reproductiva, pero la mayoria de los aguenios muestran una cantidad

significativa de dafo por insectos y sin semilla, hasta en un 65%.

Sin embargo, es probable que al combinar y estandarizar las variables
(tiempo de exposicion al reactivo, temperatura y concentracion de tetrazolio), este
porcentaje de viabilidad pueda aumentar para C. mexicana, ya que se obtuvo un
porcentaje de viabilidad menor al de germinacion, lo cual puede deberse a la
metodologia aplicada en este estudio. Las condiciones del método de tetrazolio se
encuentran mas estandarizadas para especies cultivadas y resultan efectivas en
dichas especies, por lo que, se necesita establecer nuevos protocolos para evaluar
con precision la viabilidad en las diferentes especies nativas con potencial de cultivo
(Mancipe-Murillo et al., 2018).

Cabe mencionar que se observo la incidencia de insectos en las UD, por lo
cual se puede suponer que esta relacionado con la baja tincion (porcentaje de
viabilidad). Por lo que se sugiere que se realicen futuros estudios para determinar

las especies y el dafio que ocasionan a la semilla.

9.3 Pruebas de germinacion

No existen diferencias significativas entre las condiciones de luz y oscuridad
(F2,24=1.325, p=0.261). El andlisis ANOVA se muestran diferencias significativas
entre los tratamientos de temperatura (F224=96.31, p<0.0001, Cuadro 5). Sin
embargo, la interaccion temperatura x oscuridad fue significativa (F2,24=9.937,
p=0.0007, Cuadro 5), en los tratamientos sometidos a luz (1500 Lux) se obtuvo

mayor el porcentaje de germinacion de 72.6 % a 20 °C y el menor porcentaje de 18
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% a 10 °C. De igual manera, en los tratamientos sometidos a oscuridad se obtuvo

un mayor porcentaje de germinacion de 66.6 % a 20 °C y el menor a porcentaje de
36.6 % a 10°C (Figura 8).

De esta manera la temperatura a 20 °C con luz (1500 lux) es ideal para la
germinacion de C. mexicana (Figura 8).

Cuadro 5. Analisis ANOVA factorial de germinacion.

Sumade gl Cuadrados F Sig.
cuadrados medios
Temperatura 9096 2 4548 96.31 P<0.0001
Luz/oscuridad 62.59 1 62.59 1.325 P=0.2610
Interaccién 938.5 2 469.3 9.937 P=0.0007
Residual 1133 24 47.22
100+
T2E%
80 66.6 %
:E 60 8% o0
= 66N %
=4
E 40- ¢
S 8% A LUZ
— I ® OSCURIDAD
0 1 1 1
10 °C 20 °C 30 °C
Temperatura

Figura 8. Porcentaje de germinacién de C. mexicana bajo condiciones de luz y

oscuridad con tres tratamientos de temperatura.
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En cuanto al tiempo de germinacién de C. mexicana, se determind que la
germinacion inicial ocurre al tercer dia, y entre el dia 11 y 12 comienza a
estabilizarse para todos los tratamientos (figura 9). Las pruebas estadisticas para
obtener t10 de germinacion muestran diferencias entre los tratamientos
exceptuando el primer tratamiento. Respecto a t50 se encontraron diferencias

significativas (Cuadro 6).

El porcentaje maximo de germinaciéon de C. mexicana fue de 73 % en
condiciones de Luz (1500 lux) a 20 °C. Estos resultados coinciden con lo registrado
por Forsyth y Staden (1983) para Tagetes minuta, en donde los aquenios
germinaron a una temperatura optima de 25 °C en condiciones de luz, obteniendo
el 100 % de germinacion a los 7 dias. Los aquenios de T. minuta en temperaturas
de 10 °C y 35 °C, no lograron germinar, en condiciones luz u oscuridad. Los
resultados obtenidos pueden estar relacionados a la ausencia de semilla en las UD.
Estos datos concuerdan con lo mencionado por Delbén (2014), donde
aproximadamente un 25% de los aquenios del género Flourensia no presentan

semilla impidiendo la germinacién.

Para la germinaciéon de C. mexicana, las condiciones ambientales son un
factor determinante, ya que, los tratamientos con temperatura de 10 °C y 30 °C no
favorecieron la germinacion. Esto puede deberse a las estrategias que desarrollan
las especies para distribuir la geminacién segun las condiciones del tiempo y asi,
adaptarse a las condiciones variables, favoreciendo la supervivencia vy

establecimiento de nuevas poblaciones (Mancipe-Murillo et al., 2018).
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Cuadro 6. Porcentaje de germinacién y tiempo (dias) en que las UD de C.

mexicana alcanzaron t10 y t50 de germinacion por tratamientos

Tratamiento Porce_ntaj(_a,de Tiempo de germinacion (dias)
germinacion
final t10 t50

LUZ 10 °C 18% 9.6 (cd) 10.9 (bcd)

LUZ 20 °C 73% 2.9 (a) 4.4 (a)

LUZ 30 °C 46% 3.6 (b) 5.2 (b)
OSCURIDAD 10 °C 37% 10.2 (d) 12.8 (d)
OSCURIDAD 20 °C 67% 2.9 (a) 4.0 (a)
OSCURIDAD 30 °C 39% 4.7 (c) 6.4 (©)

Sig. (P<0.0001) a, b, c y d en la misma hilera indican que hay diferencia entre
los tratamientos (ANOVA).

30 =100

~ 80

Tratamientos
20

e
-
e

Y L1 60 - LUZ10°C
= | LUZ 20 °C
é’ ", .............. 0 e L35 SLL t50 LUZ 30 °C
1 % I‘i’ % T 13 Feo ~+ OSCURIDAD 10 °C
10 [ + OSCURIDAD 20 °C

«- OSCURIDAD 30 °C

Porcentaje de germinacion (%)

= 20

t10

—-—T0

Tiempo (dias)

Figura 9. Tiempo de germinacién de las UD de C. mexicana.
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Sin embargo, las UD expuestas a luz tienen mayor porcentaje de
germinacion, exceptuando el tratamiento a 10 °C. Finalmente, se encontrd que la
radicula emerge principalmente de la base del aquenio (Figura 10 A) y

ocasionalmente de manera lateral (Figura 10 B), exponiendo en primera instancia

los cotiledones.

Figura 10. Germinacion de C. mexicana. A Emergencia de radicula. B.

Emergencia de cotiledones.

Los factores ambientales, como el fotoperiodo, la temperatura y humedad
repercuten sobre el desarrollo de las plantas y semillas, asi como en su capacidad
germinativa (Elizalde et al., 2016). En este caso, C. mexicana requiere temperaturas
de 20°C con un fotoperiodo 12/12 a 1500 lux para tener el mayor porcentaje de
germinacion. De acuerdo con Garcia-Torrico et al., (2011), algunas especies de la
familia Asteraceae requieren estas mismas condiciones para propiciar la
germinacion, tal es el caso de la especie Aster pyrenaeus (Asteraceae) cuyas
condiciones de germinacion Optimas son de 12 horas de luz y una temperatura de
20 °C.

De acuerdo con lo mencionado por Pivatto et al., (2014), las semillas se
dividen en tres grupos. Las fotoblasticas positivas, las cuales no germinan en la
oscuridad, fotoblasticas negativas, donde su germinacion es inhibida por la luz y las
fotoblasticas neutras o indiferentes a la luz, que germinan tanto en luz como en

oscuridad. Las UD de C. mexicana son fotoblasticas neutras ya que germinan tanto
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en luz como en oscuridad. Aunque no presentaron diferencias significativas, el

mayor porcentaje de germinacion se obtiene en condiciones expuestas a luz.

9.4 Efecto de las condiciones ambientales (temperatura, fotoperiodo e
irrigacion) en la cantidad de aceites esenciales y su capacidad antioxidante.

9.4.1Tasa relativo de crecimiento (TRC)

La TRC de las plantas de C. mexicana bajo condiciones de verano (27 °C,
fotoperiodo 14/10, riego cada 4 dias) fue del 18%; en contraste, bajo condiciones
de invierno (14 °C, fotoperiodo 10/14, riego cada 8 dias) se obtuvo un 4%. Existen
diferencias significativas entre ambas condiciones (p= <0.0001, t= 9.304, g.l.= 198,
Figura 11).

0.4-
0.3
O 0.2- .
iz
0.14
n_n_. ...................................
-0.1 T T
Verano Invierno

Altura

Figura 11. Analisis de TRC de los tratamientos de verano e invierno.

Es decir, las plantas sometidas a condiciones de verano tuvieron mayor
crecimiento debido a la frecuencia de riego y la temperatura favorable para el
desarrollo. Mientras que las plantas sometidas a condiciones de invierno, con menor

frecuencia de riego y a temperaturas bajas, entraron en fase invernal, donde se
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observa un menor crecimiento. Estos datos son similares a los obtenidos por
Hendawy (2018) para la especie Mentha piperita var. multimentha que obtuvo un

mayor crecimiento en condiciones de 23.9 °C

En otros estudios se muestran resultados contrastantes a los registrados
para esta investigacion, tal es el caso de Rodriguez (2014). Para el crecimiento de
Poliomintha longifolia se ve afectado por las condiciones climéticas adversas. Por
eso, P. longifolia presenta mayor crecimiento bajo menor exposicion a luz por el
efecto de escape al sombreo, datos que se contrastan con lo obtenido para C.
mexicana, donde a menor exposicion a la luz, menor TRC. Esto se podria explicar
debido a los habitats de origen de P. longifolia, pertencientes a climas templados y
boscosos en contraste C. mexicana proviene de regiones del semidesierto con

climas semi-secos y mayor exposicion a la luz.

9.4.2 Peso fresco y peso seco

C. mexicana presenta en promedio, menor un peso fresco de 1.98 + 0.69
g/planta en el tratamiento de verano, con respecto al tratamiento de invierno (2.12
+ 0.79 g/planta). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (p=
0.5845, t= 0.5477, g.l.= 198, figura 12). El peso seco promedio en las condiciones
de verano fue de 0.72 g/planta y para las condiciones de invierno de 0.95 g/planta.
Se observa que el peso seco es mayor en el tratamiento de invierno, aunque no se

encontraron diferencias significativas (p= 0.1121, t= 1.596, g.1.=198, figura 13).
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Figura 12. Peso fresco de C. mexicana. Figura 13. Peso seco de C. mexicana.

En las observaciones de plantas silvestres hechas durante este estudio en
las diferentes estaciones, es notorio que las plantas son mas altas con mas follaje
en verano. Sin embargo, los resultados de este estudio no coinciden con las
observaciones de campo, asimismo, Mahmoud (2018) propone que un incremento
en los niveles de irrigacion aumenta el peso de hierba fresca de plantas de M.
vulgare, lo cual resulta contrario a los resultados de estudio en las condiciones de

verano e invierno.

9.4.3 Rendimiento de aceite esencial

El rendimiento de aceite esencial promedio para el tratamiento de
condiciones de verano fue del 4.5% v/v, mientras que el tratamiento de invierno tuvo
un rendimiento del 2.5% v/v. La densidad del aceite esencial de C. mexicana fue de
0.984 g/ml.

Con base en la prueba estadistica de t de Student no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos para las condiciones de verano e

invierno en los rendimientos de aceite esencial (p= 0.14, t= 0.29, g.l.= 4.27; Figura
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14). Sin embargo, se observa una tendencia de mayor rendimiento en el tratamiento

de verano.

9 4.5%

Rendimiento (%)
T

' 2.59%

1—| -

0 T T
Verano Invierno

Aceite esencial

Figura 14. Rendimiento de los aceites esenciales de C. mexicana entre los

tratamientos de verano e invierno.

Diversos autores han estudiado el rendimiento del aceite esencial de C.

mexicana, este estudio es el que presenta mayor rendimiento de aceite esencial en

comparacion al de las investigaciones

realizadas anteriormente (Cuadro 7). Esta

diferencia puede deberse a las condiciones ambientales (verano e invierno) de las

plantas usadas y los diferentes niveles de irrigacion, por el contrario, en los estudios

anteriores se usaron plantas provenientes de poblaciones silvestres. En este

estudio se utilizaron tallos y hojas sometidos a distintas condiciones de cultivo, en

comparacién con otras investigaciones que han empleado otros métodos de

extraccion y distintas partes de la planta y plantas silvestres (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Tabla comparativa de extracciones de aceites esenciales de C.

mexicana.
Afo Autor Rendimiento  Condiciones Estacién Método Organos  Localidad
(%) viv

2005 Cérdenas- 0.94 Planta Verano Arrastre de Hojas San Luis

Ortega et al. silvestre vapor frescas Potosi
2011 Guerra- 0.06 Planta Otofio Hidrodestilacién Hojas Coahuila

Boone et al. silvestre con Clevenger
2011 Guevara- 0.41 Planta Otofio Hidrodestilacién Raices Coahuila

Campos et silvestre con Clevenger

al.
2016 Mendoza 1 Planta Verano Arrastre de Toda la San Luis
silvestre vapor planta Potosi
2021 Este estudio 4.5 Planta Verano  Hidrodestilacion Partes Querétaro
25 cultivada e con Clevenger aéreas
Invierno

Para C. mexicana el riego influye en la obtencion de los aceites esenciales.

Tal como lo propone Mahmoud (2018), que un incremento en los niveles de

irrigacion y la deficiencia de riego influye en la acumulacion de aceite esencial de

plantas de M. vulgare

9.4.4 Capacidad Antioxidante por el método DPPH y FRAP

Por el método DPPH se encontré una capacidad antioxidante de los aceites

esenciales de C. mexicana de 14.85 % para el tratamiento de verano, mientras que

el tratamiento de invierno se encontré 13.79 %. El extracto de aceites esenciales de

C. mexicana no presenta diferencias significativas entre las condiciones de verano

e invierno (P= 0.654, t= 0.465, g.l.= 8, Figura 15, Cuadro 9). No obstante, aunque

estadisticamente no existen diferencias significativas entre los tratamientos, hay

una tendencia de mayor capacidad antioxidante en el tratamiento de verano. La

significancia del andlisis de estas condiciones de cultivo puede deberse a la

cantidad de muestras obtenidas en el lugar de estudio.
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Figura 16. Capacidad antioxidante

por FRAP de los aceites esenciales

Figura 15. Capacidad antioxidante por
DPPH de los aceites esenciales de C.

mexicana entre los tratamientos de de C. mexicana entre los

verano e invierno. tratamientos de verano e invierno.

Por el método FRAP la capacidad antioxidante de C. mexicana mostré
concentraciones de 8912.5 + 2131.25 yM ET para las condiciones de verano,
mientras que en condiciones de invierno se obtuvo 9389.9 + 4366.04 uM ET. No
existen diferencias significativas entre los tratamientos de invierno y verano (P=

0.831, t=0.219, g.l.= 8, Figura 16, Cuadro 8).

Cuadro 8. Capacidad antioxidante de C. mexicana por DPPH y FRAP.

Tratamientos DPPH (uM ET) FRAP (UM ET)
Verano 9436.4 + 1920.32 8912.5 +2131.25
Invierno 8779.2 £ 2551.8 9389.9 + 4366.04
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La capacidad antioxidante de C. mexicana por los métodos DPPH y FRAP,
se ha analizado por Guerra-Boone et al. (2013), donde menciona que C. mexicana
presenta una nula capacidad antioxidante a una concentracion maxima de 250
pg/ml sin obtener un porcentaje de reduccion de DPPH. En cambio, en este estudio
se obtuvo una mayor capacidad antioxidante bajo el método DPPH (14.75 % verano

e invierno 13.79 %).

La capacidad antioxidante para la familia Asteraceae se ha evaluado por Soto
(2018) para la especie Tagetes patula por el método DPPH. Los resultados de la
evaluacion muestran una concentracion de 87.6 umol./g ET, resultados que en
comparaciéon con C. mexicana (9.58 pmol./g ET) tiene menor capacidad

antioxidante.

La capacidad antioxidante del aceite esencial de C. mexicana por el método

FRAP, no habia sido registrada en estudios anteriores.

9.5 Protocolo de propagacion de unidades de reproduccion de
Chrysactinia mexicana A. Grey

Con base en los datos obtenidos en este estudio se elaboré un protocolo de
propagacion de C. mexicana. Los resultados que se muestran son de laboratorio,
pero es posible ajustar a condiciones de invernadero, por lo cual se ponen notas y

recomendaciones para la produccién en invernadero o casa sombra (Cuadro 9).
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Cuadro 9 Protocolo de propagacion por UD de C. mexicana.

Informacién de la especie

Nombre cientifico

Nombre comun

Familia
Origen
Uso

Caracteres diagnosticos

Método de colecta

Epoca de colecta

Material de propagacion

Chrysactinia mexicana A. Grey.

Falsa damiana, damianita, Hierba de San Nicolas,

romerillo.

Asteracea, Tribu Tagetae.
México.

Medicinal.

Arbustos, 20-40 cm alto. Hojas alternas, simples,
lineares, suculentas con glandulas oleiferas
notorias. Flores radiadas, amarillas, en ocasiones

amarillo—verdosas; flores del disco, amarillas.

Con tijeras de poda, recolectar la infrutescencia o la
cabezuela en frascos con tapa o bolsas de papel

estraza.
De agosto a octubre.

Cortar cabezuelas florales maduras, sin ligulas, con

vilano expuesto.
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Unidades de dispersion

Almacenamiento

Tratamientos

pregerminativos

Método de germinacion y

sustratos

Humedad ambiental

Fotoperiodo e intensidad

luminica

Riego

Aquenios 3-4 mm largo,

cilindricos, negros. Cerdas del vilano, 3.5-5.0 mm de

largo.

Peso: 2900 aquenios/g

Colocar los frutos en frascos (100 ml) con tapa,
agregar silicagel para reducir la humedad vy
conservar los frutos. Mantener en sombra y a
temperatura ambiente (15-25 °C) y humedad
ambiental (30 %).

No se requiere

En laboratorio: en caja Petri, se recomienda como

sustrato algodén en pads.

Bajo invernadero o en campo, en charolas de

germinacion, se recomienda peat moss
30%

12 hluz / 12 h oscuridad a 1500 lux.

1 L para charola de 28 cavidades cada 4 dias.
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Temperatura Es favorable a 20 °C.
Intervalo de germinacion Del dia 3 al 12.

Porcentaje de 73%

germinacion

Trasplante Una vez obtenidas las plantulas, después de
alcanzar los 10 cm se recomienda cambiar a
charolas de germinacién de 25 a 50 cavidades o
bolsa maceta de ¥4 L, se recomienda como sustrato

vermiculita, lama, arena y composta (30:10:60:5).

10 CONCLUSIONES

Con este estudio se caracterizaron que los frutos de C. mexicana, los cuales
son aquenios de una coloracién café oscuro a negra, cilindricos con estrias
longitudinales y presentan una longitud promedio de 3.15 mm. por 0.3 mm. de

ancho, en condiciones de almacenamiento presentan aroma, el mismo de las hojas.

La viabilidad de las UD de C. mexicana con un corte transversal permitio

evaluar de forma eficiente la viabilidad de las semillas (36% de viabilidad).

La germinacion de UD de C. mexicana es favorable a los 20 °C, tanto en luz
como en oscuridad ya que las unidades de reproduccién son fotoblasticas neutras

con un porcentaje de germinacion del 73%.

Al no haber diferencias significativas entre las condiciones ambientales de
verano e invierno y el peso seco de las plantas de C. mexicana. Se recomienda su
cultivo en condiciones de verano para obtener mayor rendimiento de aceites

esenciales.
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En cuanto a los rendimientos de aceites esenciales, se obtuvo los
rendimientos mas altos registrado hasta la fecha, 4.5% para verano y 2.5% para

invierno.

C. mexicana presento una mayor actividad antioxidante en el tratamiento de
verano por los métodos DPPH (14.85 %, 9436.4 uM ET/L) y FRAP (8912.5 +
2131.25 pM ET). Estos resultados muestran la mayor capacidad antioxidante
registrada en aceites esenciales para la especie. Estos datos son un aporte para los

estudios fitoquimicos de C. mexicana.

Este es el primer estudio de C. mexicana enfocado a la propagaciéon y manejo

de la especie como cultivo.
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