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PROLOGO.

El interés de estudiar el romero Resmarinus officinalis L. que crece en México
surgid paraddjicamente del conocimiento y desconocimiento que se tiene de
esta especie. Dos pldticas sostenidas en dos diferentes contextos fueron
decisivas: en el jardin botdnico de la UNAM, el maestro Miguel Angel
Martinez Alfaro comentaba la ausencia de estudios sobre esta planta en México,
y en las Chinampas de San Luis Tlaxialtemaco, Xochimilco, el sefior Anastasio
Medina Cruz propagaba dos cultivares de romero, platicaba ¢cémo son llamadas
y ¢émo las reconocia. Durante varios afos el romero siguié merodeando de
manera intermitente en platicas informales con productores y comerciantes de
plantas medicinales y herbolarios. Poco a poco fui conociendo los criterios que
usan para distinguirlas y curiosamente, la diferenciacién de las dos plantas se
revelé muy sutil a través de peculiaridades que pueden resultar imperceptibles.
No todos los comerciantes y herbolarios consuitados las reconocen. Sin
embargo, cuando el romero es clasificado en dos tipos, en cierto modo se estd
comunicando el estado de conocimiento empirico que se tiene de esta planta.
Asi que, una vez detectadas estas dos entidades, intenté decifrar con métodos
botanicos, quimicos ¥ farmacoldgicos. Si estas plantas, en el sentido comtin son
diferentes habria que caracterizarlas con las herramientas de la ciencia, en un
intento de confrontar/contrastar percepciones y de conocer sus cualidades.

De modo que el antecedente del presente estudio fue la informacién a viva voz
de agricultores y comerciantes de plantas medicinales de algunos municipios
del Edo de México, Puebla, del mercado de Sonora y de las chinampas de San
Luis Tlaxialtemaco, Xochimilco, D. F., sobre la forma, el aroma y las
propiedades de los dos romeros que ellos perciben para diferenciarlos. Tomo en
cuenta estos atributos para desarrollar [a presente investigacién en dos partes:
Botanica y Quimica.

En la parte botanica, el tamario de las estructuras vegetativas y reproductivas de
los dos romeros son evaluadas y analizadas estadisticamente, pues el ancho de
la hoja es uno de los criterios que usan para diferenciar las dos plantas. En la
parte quimica los compuestos terpenoides volétiles, responsables del aroma de
las plantas, son 1dentificados del aceite esencial de los dos cultivares. Este aceite
fue analizado y evaluado en su actividad antibacteriana, pues el aroma y las
propiedades medicinales de las plantas son también criterios para la
diferenciacién.

También se abordaron algunes aspectos que me parecidé necesario incluirlos,
como son la informacién ambiental, ecoldgica y etnobotdnica del romero, para
su mejor ubicacién en el contexto natural y cultural, puesto que son los dos
universos que envuelven a las plantas medicinales.

Finalmente, en el dominio de las cifras de interés econémico el aceite esencial
de romero ocupa el octavo lugar de produccién a nivel mundial. En México, la



importacion de aceites esenciales ocupa el vigésimo lugar entre los productos
que generan la salida de divisas. Por ello la produccién de romero, ademas de
su importancia medicinal dentro de un plan nacional de salud, es un recurso
viable para la industria como materia bésica en la elaboracién de perfumes, en
medicinas alternativas como la aromaterapia, como recurso econémico para los
productores de plantas medicinales y aromaticas. Ademds, podria ser incluido
como parte de una estrategia ecoldgica en la conservacién de suelo como
cubierta vegetal y en el control de plagas y arvenses por sus propiedades
aleloquimicas.

Asi, un mejor entendimiento sobre el romero incluye necesariamente los
conocimientos cientifico y popular/tradicional de esta planta. En este sentido, el
presente trabajo intenta proyectar la retroalimentacién de estos conocimientos
para enfocar al romero desde los diferentes dngulos con que se le mira.
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RESUMEN

Rosmarinus officinalis L. es una planta de origen Mediterrdneo introducida en
México, ampliamente utilizada en la medicina tradicional. Se propaga y estd
adaptada a diversos hdabitats de considerable distribucién en el pais. En el
conocaimiento popular se reconocen por su olor, color, forma y propiedades dos
cultivares de esta especie que se denominan Romero "macho” y Romero
"hembra”. De acuerdo con la clasificacion de Turrill (1920), ambos cultivares se
determinaron como R. officinalis L. variedad genuina. En el presente trabajo se
examinaron las diferencias y similitudes de los dos cultivares, con la finalidad
de corroborar la percepcién popular con métodos botdnicos, quimicos y
farmacologicos para caracterizarlos. Se realizaron estudios comparativos de la
morfologia de la flor, hojas y polen, asi como de sus aceites esenciales y su
actividad antibacteriana. La variabilidad morfolégica y quimica de ambos
romeros se examind estadisticamente aplicando andlisis de varianza y el
método multivariado: andlisis discriminante, este tltimo para el caso de los
caracteres morfolégicos. La variacién morfoldgica mds significativa (p<0.05) de
los dos cultivares se encontré en la longitud del estilo y en el ancho de las
hojas. El aceite esencial se obtuvo mediante destilacion por arrastre de vapor y
técnica headspace, y se analizé por cromatografia de gases-espectrometria de
masas. Se identificaron veinticinco terpenoides. Los aceites esenciales de ambos
romeros son de tipo eucaliptol de acuerdo con la clasificacién de Granger (1973).
Ambos cultivares presentaron similitud en los constituyentes de sus aceites

esenciales, siendo los mayoritarios: 1,8 cineole/camphor/o-pinene.

Sin embargo el myrcene fue mayoritario sélo en el romero "hembra". Las
concentraciones de camphor y 1,8 cineole fueron mds altas en el romero
“macho”. Estas diferencias fueron significativas (p<0.05) y pueden apreciarse
olfativamente. Por clases quimicas de compuestos, los monoterpenos, ésteres y
sesquiferpenos son mds abundantes en el aceite del romero "hembra”, mientras
que los alcoholes, cetonas y éteres son mds abundantes en el aceite del romero
“macho”. La actividad antibacteriana se probé mediante el método de difusién
de disco. El aceite esencial del romero "macho” presenté una mayor inhibicién
{p<0.05) sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus ; mientras que el aceite
esencial del romero "hembra" presenté mayor inhibicién (p<0.05) sobre
Mycobacterium smegmatis. En suma, los cultivares "macho” y "hembra"
presentan diferencias cuantitativas en la composicién quimica y propiedades
bacteriostiticas de sus aceites esenciales, asi como en la longitud del estilo y
ancho de la hoja. Eslos resultados apoyan el reconocimiento de dos cultivares
del romero en la clasificacién popular.



INTRODUCCIGN

La percepcion, sin comprobacién, ni fundamento, no es garantin suficiente de
laverdad. Bertrgnd Russell. Misticismo y Idgica (1929)

Rosmarinus officinalis L, al igual que otras especies de géneros europeos como
el Marrubium, el Origanum, fue introducido a México durante el periodo
Colonjal. El romero, asi llamado comtinmente, forma parte de la nueva
herbolaria mexicana [71], es una de las plantas medicinales con mayor difusion
y uso en el pafs y configura en el cuadro basico de recursos herbolarios en el
grupo de plantas con propiedades broncodilatadoras y antimicrobianas [123]. Se
cultiva y presenta una gran versatilidad de adaptacién y una amplia
distribucién en México.

Taxonémicamente el romero es identificado como una sola especie
R. officinalis. Sin embargo, productores, algunos comerciantes de plantas
medicinales y herbolarios distinguen dos tipos diferentes en olor, color, forma y
propiedades. Los dos cultivares reconocidos popularmente son denominados
como romero “macho” y romerc "hembra”.

Tenemos asi dos clasificaciones del romero: una clasificacién cientifica con una
sola especie y una clasificacion popular que identifica dos tipos. De acuerdo con
el enfoque etnobotanico propuesto por Berlin et al. (1966) se habla de una
"sobrediferenciacién”, esto es, a un sélo nombre cientifico le corresponden dos

o mas nombres populares *[32]; lo cual refleja los diferentes niveles de
percepcion y de las necesidades que cubren estas entidades. Es enfonces cuando
se da la posibilidad de comparar lo que otros ven, confrontando otras formas de
conocimiento no occidental con respecto a las ciencias biolégicas [93].

* Berlin et al. (1966) en su estudio de la taxonomfia tradicional botdnica de los Tzeltales
reconocen una similitud en los sistemas de clasificacién cientifica y los sistemas tradicionales
de esta cultura, encuentran una correspondencia entre la diferenciacion léxica y significancia
cultural, y proponen una divisién de la especificacidn Tzeltal en tres categorias que a su vez
cornolan una baja, moderada y alta significancia cultural:

La primera categoria se refiere a una subdiferenciaciénfbaja significancia cultural; esto es un
nombre especitico Tzeltal incluye dos o mds especies botantcas.

L.a segunda categoria incluye la correspondencia uno a uno/moderada significancia cultural;
un nombre Tzeltal corresponde a un nombre botdnico.

La tercera categoria se refiere a una sobrediferenciacién/alta significancia cultural; dos o mds
nombres especificos Tzeltales corresponden a un solo nombre botdnico. En esta Gltima
calegoria se encuentran generalmente plantas intensivamente cultivadas [32].



La clasificacién de las plantas siempre ha sido una prioridad dentro de los
grupos humanos que interaccionan con este recurso. Actualmente el proceso de
clasificacién bioldgica se ha enriquecido por los conocimientos en ecologia,
biologia molecular, genética, bioguimica, morfologia. Las nuevas técnicas de
experimentacién y observacion, las herramientas que hacen eficiente el manejo
de la informacién recabada, han permitido reconocer variados y complejos
caracteres y propiedades de las plantas.

Asi mismo, el estudio quimico de las plantas por medic de técnicas e
instrumentacion sofisticada, ha producido una enorme cantidad de datos
potencialmente ttiles para su conocimiento sistemdtico. Dentro de los grupos
de sustancias que han sido estudiadas con fines taxondmicos se encuentran: los
compuestos fendlicos, los alcaloides, los terpenoides, los glucosinclatos y los
aminoacidos [30,65].

Ante este panorama de confluencia de aportaciones de las distintas disciplinas a
la taxonomia, se suma el conocimiento etnoboténico que es de gran
trascendencia: si bien las plantas han sido clasificadas con respecto a sus
estructuras, funciones y propiedades también lo han sido en cuanto a sus usos y
necesidades. De modo que en los sistemas taxondémicos tradicionales también
llamados folk, las propiedades quimicas y fisicas de las plantas han sido
reconocidas por el hombre para distinguir sus cualidades: sabores, olores y
colores, ademds de la forma, tamafio de las plantas y su semejanza con objetos
[33,45,66]. En estos sisternas la percepcion es un concepto importante para
explicar las clasificaciones biolgicas tradicionales [93].

La variacién en las categorias infraespecificas de las plantas medicinales, ha sido

detectada y enunciada, tanto en los sistemas de clasificacién cientifica y folk*.
En ambos sistemas de clasificacién el observador se centra en las caracteristicas
esenciales de la planta en relacién a su perspectiva. Es por esto que cabe
preguntarse ;jestamos hablando de una misma entidad morfolégica y quimica
cuando seftalamos los romeros “macho” y "hembra"? y ;5i las diferencias con
que los productores, herbolarios y comerciantes del romero reconocen una
planta de otra pueden ser caracterizadas quimica y botanicamente?

*Por ejemplo, los Sibundoy de Colombia reconocen nueve cultivares de Datura candida
{Personn) Sattord, a los que se le atribuyen diferentes propiedades medicinales {Bristol, 1969
cit. in. [66]). En la taxonomia cientffica se ha investigado la variacién infraespecifica
principalmente con plantas medicinales europeas. Un ejemplo lo constituye ¢l tomillo
(Thymus vulgaris) que crece de manera silvestre y cultivada. De esta especie se reconocen 7
quimiotipos, los cuales presentan diferentes grados en su propiedad antiséptica [9].



OBJETIVCG GENERAL

Realizar un estudio comparativo de la morfologia, aceites voldtiles
(monoterpenos y sesquiterpenos) y actividad antimicrobiana de dos cultivares
de Rosmarinus officinalis L. reconocidos popularmente como romero
"macho” y romero "hembra", con la finalidad de determinar si son dos
entidades taxondmicas distintas e identificar cientificamente los criterios de la

clasificacion popular.

OBJETIVOS PARTICULARES.
Determinar y comparar la morfologia de las estructuras reproductivas, hojas y
polen de los romeros "macho” y "hembra”.

Determinar y comparar las propiedades fisicoquimicas y organolépticas.

Identificar y comparar los componentes de los aceites esenciales de los romeros
"macho” y "hembra" por método de extraccién y preparacién de la muestra; en
periodo de floracidn, al final de la floracién, con material vegetal seco y fresco y
por clases quimicas de compuestos.

Evaluar la actividad bacteriostitica de los aceites esenciales de los romeros
“macho” y “hembra" en bacterias Gram?* (Escherichia coli), Gram-
(Staphylococus aureus) y Acido resistentes (Mycobacterium smegmatis).

Analizar mediante métodos estadisticos (andlisis discriminante y de varianza)
las diferencias morfolégicas, quimicas y antibacterianas de los dos cultivares .

Realizar una revision bibliografica (hemerografica e Internet), asi como de los
ejemplares de herbario de la especie Rosmarinus officinalis L. en especial sobre
su situacién taxondmica, su uso a nivel mundial, etnobotdnica, hébitats, tipos
de vegetacién donde se desarrolla y su distribucién en México.

Efectuar visitas a mercados y lugares donde cultivan el romero para seleccionar
el material boténico de estudio.

HIPATESIS
Los cultivares de Rosmarinus officinalis L. reconocidos popularmente como
romero "macho” y romero "hembra" deben poseer diferencias en morfologia,
composicion cuantitativa y cualitativa de aceites voldtiles (monoterpenos y
sesquiterpenos) y presentar diferencias en su actividad antibidtica.

Puesto que por lo general en los mercados se encuentra en mayor
disponibilidad el romero "macho” por considerarsele "mas efectivo” desde el
punto de vista medicinal (bafios, limpias, vaporizacién), y de olor mds fuerte se
puede esperar que éste presente diferencias principaimente de tipo quimico y

antibistico.
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METODOS DE INVESTIGACION

1. La comparacién morfoldgica de los romeros "macho” y "hembra” se efectud,
evaluando caracteres morfologicos de las estructuras reproductivas y
vegetativas de ambos cultivares. Los granos de polen se procesaron con la
técnica de Erdtman{1960) [110] en el laboratorio de Paleocetnoboténica del
Instituto de Investigaciones Antropoldgicas UNAM. Se aplicé un anélisis
discriminante y de vartanza para probar la hipétesis antes mencionada. En la
realizacién de ambos anélisis se emple6 el programa STATISTICA versién 5.1.
Un mayor detalle del método se especifica en la parte Botanica

2. Se determinaron y compararon las siguientes propiedades de los aceites
esenciales de los romeros "macho” y "hembra™ rendimiento, propiedades
organoléplicas y propiedades fisicoquimicas. La extraccién de los aceites
esenciales fue llevada a cabo con el método de Arrastre de vapor (Planta piloto
del Instituto de Quimica de la UNAM y en el laboratorio de Quimica Orgénica
de 1a Facultad de Quimica de la UNAM). Las plantas de romero se estudiaron
también con la técnica de headspace en la empresa Essencefleur México S.A. de
C.V. Para la separacién de los componentes de los aceites esenciales se utilizo6
cromatografia de gases. La identificacion de los compuestos se realizé con un
cromatégrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas. Los compuestos
seran nombrados en st acepcién anglosajona. Las pruebas antibacterianas se
realizaron con el método de difusién de disco en el laboratorio de Pruebas
Biolégicas del Instituto de Quimica de la UNAM. Se aplicé un analisis de
varianza empleando el programa STATISTICA versién 5.1. Un mayor detalle
del método se especifica en la parte Quimica.

Las colectas del material botanico para el estudio morfolégico y quimico se
realizaron en el terreno agricola denominado "Tectliquiahuac” ubicado en la
esquina de camino viejo a Xochimilco y la Calle Cuahutzin en San Pable
QOztotepec , Milpa Alta D.F. {Area de estudio. Mapa 1).

3. La revisién de los ejemplares de herbario fue realizada en los herbarios del
Instituto de Biologia UNAM (MEXU), del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSSM) y el de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas de IPN (ENCB). La
informacién recopilada de las fichas de herbario fue la siguiente: lugar de
colecta, hébitat, tipo de vegetacion, caracteristicas morfoldgicas y tso.

4. Se hizo una revisién bibliografica (hemerografica, Internet), tesis y trabajos
etnobotanicos que hicieran mencién sobre R. officinalis. Particularmente la
busqueda de informacién se enfocd a aspectos tales como nomenclatura,
clasificacién cientifica y tradicional, usos, propiedades medicinales y
composiciéon quimica de los aceites esenciales.

5. Se realizaron visitas a los mercados y lugares donde cultivan los romeros
para seleccionar el material botdnico de estudio. Este material debia ser el
4



mismo para los estudios morfolégicos y quimicos. Los mercados visitados
fueron: Sonora, Sector Popular, Col. del Valle en el D.F.; Cuetzilan, Puebla;
Ozumba, edo. México. Los lugares visitados donde cultivan el romero:
Purificacion, Texcoco; Tepetlixpa, Ozumba en el Edo. de México, San Luis

Tlaxialtemaco en Xochimilco, DE *

De aqui en adelante a los romeros “macho” y "hembra” se le designard como
romero "M" y romero "H" respectivamente.

#Cabe mencionar gue estas visitas confirmaron una mayor comercializacién del romero "M".
Generalmente habia manojos de romero "M" y sobre pedido se obtenfa el romero "H".
Cuando se encontraban los dos romercs provenian de diferentes sitios, o bien se desconocia
la procedencia. Lo cual abrfa la posibilidad de encontrar diferencias por tratarse de individuos
gcolipicos, cuya vanabilidad pudiera ser debido a factores ambientales. En los lugares donde
culivan el romero, en el Edo. de México solo se encontraron cultivos de romero "M",
aunque esporadicamente habia plantas de romero "H" de diferente edad o en diferente lugar
donde se encontraba el romero "M". En San Luis Tlaxialtemaco, Xochimilco, cultivan los
dos romeros para su comercializacién, sin embargo, los cultivos no rebasan los seis meses de
cdad. Se opto finalmente por las poblaciones de romero localizadas en San Pablo Oztotepec,
Milpa Alta, D.F., por estar conformadas por individuos de la misma edad y mismas
condiciones ambientales.
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I. BOTANICA

ASPECTOS TAXONOMICOS, MORFOLOGICOS Y ETNOBOTANICOS DE
Rosmarinus  officinalis L.

Division: Anthophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
QOrden: Larmiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Tribu: Mentheae
Género: Rosmarinus

Especie: Rosmarinus officinalis 1. ¥[18]

I.1 La Familia Lamiaceae (Labiatae).

Presenta una distribucién cosmopolita e incluye cerca de 250 géneros y
aproximadamente 7,000 especies {Thorne, 1992, cit. in. [18]). Comprende plantas
herbdceas y arbustivas con tallos cuadrangulares, hojas opuestas e
inflorescencia en racimos o espigas verticiladas, estd caracterizada por una
corola bilabiada, una placenta intrusiva que se divide al madurar el ovario en 4
nuececillas, estilo ginobdsico y glandulas conteniendo terpenos que se
encuentran en las células epidérmicas [70]. Un rasgo notable en mas de 124
especies de labiadas, entre las que se encuentra el romero, es la alta proporcion
de individuos con estructuras androestériles, estas especies son descritas como
ginodioicas [27], las cuales consisten de individuos con flores hermafroditas y
flores femeninas [26].

Actualmente se reconocen 8 subfamilias, la subfamilia Nepetoideae es la més
grande y la que tiene una mayor importancia econdmica ya que incluye muchas
hierbas aromaticas como las mentas, orégano, tomillo y al romero, entre otras.
Esta subfamilia estd caracterizada por tener polen hexacolpado, semillas sin
albéimina con un embridén envuelto, ausencia de glicésidos iridoides,
produccién de dcido rosmarinico, un alto contenido de terpenoides volatiles,
aceites insaturados en las semillas y frecuentemente un pericarpo mucilaginoso
[18].

* Existen dos versiones sobre ¢l origen de la palabra Rosmarinus: del latin ros-marinus
significa rocio de mar, roris=rocio; marmus=mar [1], en alusién a que vive en zonas calizas
préximas al mar; en griego rhops significa arbusto y myrimos quiere decir oforoso [14].

El nombre especifico officinalis se refiere a sus numerosas aplicaciones medicinales {14].
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1.2. Situacién Taxondmica de Rosmarinus officinalis L.

Linneo { Sp P 1:23. 1753) [31] describid R.officinalis confiriendo en esta sola
especie la diversidad de la categoria genérica. Posteriormente, diversos autores
se han ocupado del estudio del género Rosmarinus, al que le atribuyen una
serie de tdxones cuya validez actualmente ha sido puesta a discusion [16].
También las categorias infraespecificas de R. officinalis L. son objeto de
diversas interpretaciones [4,16]. Para una vision histdrica de la taxonomia del
género puede consultarse el frabajo de Rosda {1986} [16].

Turrill (1920), publicé una revisién del género Rosmarinus basada
principalmente en el material de herbario de Kew, reconociendo cuatro
espectes del género Rosmarinus: R. officinalis L; R, laxiflorus De Nog;
R. lavandulacens De Noé; R. tournefortii De Noé (Arab Khlil), y 5 variedades
de la especie R. officinalis var. genuinag Turril; forma erectus Pasq.; forma
humlis Ten; forma albiflorus Beg.; var. rigidus Car et Snt. Lag; var.
rugustifolius Guss; var. latifolius Beg.; var. pubescens Pamp. [76].

Estas tltimas categorfas infraespecificas son vigentes para autores como
F. Delitala y F. Soccolini (1980) quienes hicieron una revision de estos tixones
(cuadro 1). Ellos consideran a R. officinalis la tinica especie del género, sin
embargo, la clasificacion de las variedades y formas contintia inconclusa [4i.
También autores como Tucker y MaciareHo (1986) admiten los taxones
propuestos por Turrill op cit. para determinar los cultivares de norteamérica,
Canadi e Inglaterra [60] y los tixones propuestos en la Flora Europaea [15] en la
que se reconocen dos especies para el género Rosmarinus : R. officinalis L. y
R. eriocalyx Jordan&Fourr, la distribucién de la segunda se restringe al sur de
Espariia y norte de Africa [15].

Rostia, J. L. estudié el género Rosmarinus bajo diversos enfoques: morfologico
Rostia (1981) [75], carioldgico, Rosta (1985) [17] y quimico (terpenoides) Rosiia
(1987) [85] y admitié para el Mediterrdneo Occidental los siguientes tdxones:
R. officinalis L., R. eriocalyx Jordan & Fourr, y R. tomentosus Hubert-
Morathé&Maire {16]. Propone los tricomas glandulares como el principal
caracter morfologico para separar el complejo R. eriocalyx-tomentosus del
grupo officinalis [75]. En el estudio cariolégico op. cit. obtiene el niimero
cromosomatico 2n=24 para las 3 especies y menciona que los cariotipos de
R. eriocalyx y R. tomentosus estdn més proximos enire si que respecto a
R. officinalis.

Otros taxones admitidos por Rostia (1986) son R. x mendizabalii Sagredo ex
Rosua, un hibrido de R. officinalis y R. tomentosus y R. x lavandulaceus De
Noé, un hibrido entre R. officinalis y R. eriocalyx ; a este hibrido le reconocié 5
variedades: lavandulaceus (De Noé) Batt&Trabut, neeanus (Maire) Rosiia,
trogloditarum (Maire&Weiller) Rosta, subtomentosus (Maire&Weiller)

Rosta y clementei (cuadro 1). Excluye los téxones infraespecificos para la
7



especie R. officinalis, pues considera que por su amplia distribucién
mediterranea, esta especie "presenta distintas formas que son producidas como
consecuencia de su alta capacidad para adaptarse a areas de condiciones
ecologicas muy variables” {16].

Por consiguiente, descarta los taxones infraespecificos admitidos por Turrill
(cuadro 1), "porque se basan en caracteres con escaso valor taxondmico y
pueden incluirse dentro del margen de variabilidad de R. officinalis” [16].

Al comparar los sistemas de clasificacion propuestos por los autores antes
mencionades (cuadro 1) podemos observar que el punto de controversia sobre
la discusion de R. officinalis L. se polariza hacia el reconocimiento de las
variedades de esta especie.

Ahora bien, un elemento que no se puede soslayar en el sistema de clasificacién
de R. officinalis es su estatus de cultivo, con una amplia distribucién geogrifica,
propiciada por las variedades y formas que han sido introducidas a otras partes
del mundo; estas se han propagado dando origen a los cultivares. De acuerdo
con el Cddigo Internacional de Nomenclatura de Plantas Cultivadas (ICNCP)
un cultivar es un taxén que ha sido seleccionado por uno o mads atributos
particulares, es distinguible, uniforme y estable en sus caracteristicas, las cuales
permanecen después de propagarlas {145]. El cuadro 2 muestra una recopilacién
de algunos de estos que actualmente se reconocen en la horticultura.

Cabe destacar que en el presente trabajo se ha tomado como base el sistema de
clasificacién de Turrill (1920} [76] para las categorias infraespecificas de
R. officinalis.



Cuadro 1. Tixones Especificos ¢ Infraespecificos del género Rosmarinus

Turrill (1920) [76] Flora Europaea (1972) [15]
1. Rosmarinus officinalis L. 1.Rosmarinus officinalis L.
var. genuina Turrill 2.R. eriocalyx Jordan&Fourr.

forma erectus Pasq. ex Bég.
forma humilis Ten.
forma albiflorus Beég.

var. rigidus Car. et Saint-Lag.
var. augustifolius Guss.

var. latifolius Beg.

var. pubescens Pamp.

2. Rosmarinus laxiflorus De Noé
3. Rosmarinus lavandulacens De Noé
4. Rosmarinus tournefortii De Nog ex

Batt. & Trabut
Falchi Delitala and Soccolini (1981) [4] | Rosia, J.L. (1986) [16]

1. Rosmarinus officinalis L. 1. Rosmarinus officinalis L.
var. genuina, 2.R. eriocalyx Jordan&Fourr.
forma typica Turrill
forma erectus Pasq. 3. R. tomentosus Hubertg
forma humilis Ten. Morath&Maire

forma albiflorus Beg.
R x mendizabalii Sagredo ex Rosiia
var. rigidus Car. et S. Lag.
R. x lavandulaceus,

var. augustifolius Guss. var. lavandulaceus (De No€)
Batt&Trabut.
var. latifolius Beg. var. noeanus (Maire) Rosaa,
var.trogloditarum (Maire&Weiller)
var. pubescens Pamp. Rosta
forma typica Pamp. var. subtomentosus (Maire&Weiller)
forma roseus Pamp. Rosda

var. clementei Rosta.




Cuadro 2. Cultivares de Rosmarinus_officinalis L.

Alba Heavy Leaf, también llamado Nancy Heward. Seleccionado de la var. genuina
f albiflora. [60]. Erecto. Flores blancas [72].

Alida Hyde. Disinbuido como Prostrate # 4'. Seleccionado de la var. lavandulaceus
[60}

Angustifolius. Erecto, hojas lanceoladas, flores azules 55. Hojas de 1.5 mm de ancho
{721

Arp. Seleccionado de la var. genuina, en Arp, Texas [60]. Erecto, flores azules, aroma
alimonado [40,41,45,90]. Florece en verano [54].

Athens Blue Spires. Erecto, flores azul claro, grueso [40].
Aureus. Erecto, flores azules, hojas con puntos amarillos [40,90).

Benenden Blue Seleccionado de la var. angustifolius. Originado en Bonifacio, Cércega
Erecto, flores azules 40. Follaje verde oscuro [54,60,90,119].

Biue Boy. Postrado, flores azules 40. Es la variedad que tiene las hojas mis pequefias
{90].

Blue Lady. Retorcido, flores azules-violeta, hojas muy tanceoladas, florece en verano
{54]

Blue Spire. Seleccionado de la var. genuina f. erectus. Su origen se desconoce, Flores
azul brillante. [54,60].

Cellingwood Rosemary. Erecto, flores de color piirpura oscuro [54].

Collingwood Ingram probalemente sindnimo de Majorcea. Seleccionado de la var,
genuina, [60]. Erecto flores azul oscuro [40]. Hojas muy lanceoladas, florece en verano

[54].

Dutch mill. Seleccionado de la variedad genuina . Originado en Forest Grove, Oregon
{60).

Erectus {(piramidal) Erecto, denso y compacto {72].

Fastigiatus. Es adecuado para cercas [54].

Girardus. Erecto, flores azules, follaje muy denso. Florece en verano [54]

Gorizia. Seleccionado de la var. genuina. Originado en Italia e introducido en Arlington,

Virginia [60]. Erecto, las hojas tienen el doble de tamafio que las de R. officinalis, flores
azules, mis alto que todas las demds variedades, ramas densas, fragante. Florece en verano

[54].
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Cuadro 2. Cultivares de Rosmarinus officinalis. L.

Herb Cottage Comercialmente es conocido con el nombre de Foresteri. Seleccronado
de la var. genna, originalmente distribuido por "Cathedral Herb Garden”, Washington,
D.C. [60]).

Hill Hardy. Erecto, flores blancas [41]. Flores azules. Florece en verano [54]. Con un
aroma semejante al pino [119]

Holly Hide.Distribuido como Yellow Green Leaf. Seleccionado de la var.
lavandulaceus {60]. Postrado, hojas verde amarillentas, flores azules [40].

Humilis. Crece sobre roca [35].

Joyce De Baggio: Golden rain. Seleccionado de la var. genuing |60]. Erccto, flores
azules [40,90]. Hojas con margen amarillo (40]. Abigarrado, florece en verano [54].

Ken Tayler. Hojas verde oscuro, pendulosas [42].

Kenneth Prostrate Rosemary. Postrado, las hojas son cortas y densamente agrupadas
en los tallos, flores azules, rapido crecimiento, florece en verano y otofio [54].

Lockgood de Forest. Se Ie llega a confundir con Prostratus. Seleccionado de Ja var.
lavandulaceus [60]. Originado en Santa Barbara, California [60]. Postrado, azul palido.
abundante floracién, vigoroso [40,90]. Florece en primavera hasta inicio de otofio
[42.44,119].

Ligth Logee Blue. Seleccionado de la var. genuina. Originado en Danielson,
Connecticut [60]. Erecto, flores azules, follaje verde cenizo, florece en verano [54,60].

Logee White, se le conoce como Alba. Seleccionado de la var. officinalis f. albiflora
[60].Es la variedad que presenta la forma mds erecta de crecimiento, flores blancas
[40.41,90]. Densas hojas verdes, florece todo el afio [42].

Madeline Hill. Erecto, flores azul pilido, vigoroso, ramificado {40].

Majorca pink. Seleccionado de la var. pubescens f. roseus. Origen desconocido [60].
Flores ligeramente rosas [90].

Miss Jessopp’s Upright. Nombrado posteriormente Miss Euphemia Jessopp.
Originano de Inglaterra. Erecto, flores blancas, buena cerca {40, 51,60,90].

Miss Jessop’s. Erecto, flores azules [54].

Mrs. Howards. Postrado, flores pequeiias azules, ripido crecimiento, florece en verano
[54].

Pine Scented. Flores azules, crece como un drbo! de navidad en miniatura, las hojas
tienen aroma de pino, florece en verano [54).

Pink Rosemary. Erecto, flores rosas hojas cenizas (40].
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Cuadro 2. Cultivares de Rosmarinus officinalis. L. (cont.)

Prostratus, Se le conoce con los nombres de Hunfington Carpet y Santa Barbara.
Scleccionado de la var. lavandulaceus [60). Postrado, azul brillante, hojas finas, verde
oscuro [40.41.44,51]. Resistente a la sequia, florece en verano [54].

Rex. Erecto, flores azules, hojas verde oscuro [40]. Flotece en verano [54].

Renzels. Postrado, flores de color azul violeta, resistente a la sequfa y 2 las plagas {43].
Roman Vivace Seleccionado de la var. genuina Se desconoce su origen [60].
Sissinghurst Blue. Erecto, flores azules, hojas muy delgadas [40].

Suffolk Blue. Erecto, flores azul cielo brillante [40].

Severn Sea. Seleccronado de la var. genuina. Originado en Somerset, Inglaterra [60].
Recto, flores azul violeta [54,90].

Shimmering Star. Postrado [54].
Silver Spires. Erecto, flores azules, hojas verde pélido, margen blanco {40].

Taylor’s Blue. Se le conoce como False Tuscan Blue. Seleccionado de la var.
lavandulaceus [60].

Tuscan Blue. Seleccién de la var. rigidus. Introducido de Tuscany, Italia [60]. Erecto,
flores azul oscuro [40], hojas verde oscuro {40,90]. Florece en primavera y verano, florece
abundantemente, muy aromitico [54,60].

Very Oily Seleccionado de la var. genuina. Originado en "Huntington Botanical
Gardens", San Marino, California [60].

Weel Sweep Golden Seleccionado de la var. genuina. Originado en Port Murray, New
Jersey. Hojas color oro [60].

Wood Blue Lady Rosemary. Postrado con flores azul violeta [54].

White Flowered. Flor blanca. recto. extremadamente fragante [40].
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I.3. Descripcién botdnica.

De acuerdo con Linneo [31], y la Flora Europaea [15], la especie R. officinalis
presenta las siguientes caracteristicas (Fig- 1):

Forma de vida. Arbusto perennifolio.

Hojas. Sésiles, lineares y coridceas con margen entero revoluto, glabras por el
haz y tomentosas por el envés.

Flores. Verticiladas en racimos cortos axilares. Cdliz ovoide campanulado,
glabro en el interior de la garganta, 11 nervios, con 2 labios, labio superior
entero, labio inferior con 2 16bulos. Corola azul-purpura, azul palido o
blanquizca, bilabiada; tubo exerto, glabro por dentro, dilatado hacia la garganta;
labio superior erecto, bifido, labio inferior grande amplio, 3 lébulos, el 16bulo de
enmedip mds grande, céncavo declinado, margen dentado; 16bulos laterales
oblongos. 2 estambres exertos y paralelos, los filamentos con un pequefio diente
lateral, recurvados cerca de la base. El estilo mas grande que los estambres, no
ramificado.

Fruto. Tetranticula, 3 o 4 nuececillas marrones encerradas en el céliz.
Semillas obovadas de color castafio rojizo.
Presenta posicién postrada o erecta dependiendo del sitio donde crece.

Variedades de Rosmarinus officinalis L. segtin Turrill (1920) [76]

var. genuina. Arbusto erecto de 60 a 1m de altura, ramoso. Hoja larga angosta
linear de 2 a 3 cm margen revoluto, subtomentosa. Inflorescencia 1 a 2 em de
longitud, pulverulenta a subtomentosa o subglabra, bractea lanceolada o
lanceolada ovada, pedicelo 3 mm de longitud, caliz campanulado de 5 mm de
longitud, provisto de gldndulas sésiles, ligeramente puberulento, corola 1 cm
de largo o mas.

f. erecta arbustillo erecto
f. humilis arbustillo postrado con ramas difusas
f. albiflorus corola blanca

var. rigidus arbustillo robusto, tallo rigido, ramas erectas, hojas mas o menos
erectas corola de boca grande.
var. angustifolius arbustillo erecto, hojas delgadas de 1 mm corola de boca
grande.
var. Iatifolius arbustillo.
var. pubescens inflorescencia densa, pubescente.
f. rosens flores rosas.
13



Rosmarinus officinalis L.

Lamiacene

s

W

%

Figura.l Rosmarinus officinalis Linnaeus 1. rama floral. 2. envés de la
hoja mostrande margen revoluto. 3. haz de la heja. 4. flor. 5. ciliz
cerrado. caliz abierfo. 6. pedicelo. 7. corcla abierta mostrando
estambres. 8. estambre con anteras. 9. pistilo, 10. frute. 11. semilla.
12. ovario. Tomado de Missouri Botanical Garden-TROPICOS. Litografia de color,
Kohler’s Medizinal Pflanzen. Fotografiado por James Zarucchi [142], figuras en blanco y
negro de Mi Die Xiang [142].
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I.4. Atributos, usos y nombres populares del romero en el
mundo.

“aqui traigo romero que es bueno para la memoria”. Hamlet 143

La especie Rosmarinus officinalis L. es una planta de orgen mediterraneo con
multiples usos y conocida en practicamente todo el mundo. Desde tiempos
antiguos el romero fue importante en ceremonias religiosas y festividades
publicas en paises como Espafia, Grecia y Roma; todavia, en el Sur de Espaiia,
las hojas y flores del romero son esparcidas durante las procesiones relipiosas
{1]. Los estudiantes griegos usaban el romero para ayudarse a recordar. En las
ceremonias matrimoniales se incorporé como simbolo de fidelidad entre los
esposos, y en los funerales como promesa del recuerdo [140]. En Inglaterra, se
dice que el romero es una planta que podria representar la causa del
movimiento de liberacién femenina, ya que segliin una creencia inglesa, la
planta prospera en el jardin de una familia donde el ama de casa es realmente
ta que manda [2]. Ademds de su relacién mistica con el hombre, el romero
sustenta toda una industria quimico farmacéutica {1,2,5,37,51]. Su importancia
en la medicina tradicional es reconocida mundialmente 15,6,8,23,24,50,94], asi
como su actividad farmacolégica [78,112] y en la industria cosmética [9]. Se han
identificado mas de 250 compuestos quimicos [50,78,120] y reportado mas de 80
categorias terapéuticas para esta planta [78,121,122]. Actualmente se producen
200 toneladas de aceite esencial de romero en todo el mundo, siendo Espafia,
Marruecos y Ttinez los paises de mayor produccién [3]. También el romero es
usado como cubierta de suelo [5,51] para el control de la erosién [42,51], es
repelente de insectos [5,11,40,69], y especie melifera [139,511. En la cocina se usa
como condimento, saborizante [5,40,51,57] y antioxidante [9,20], ademds de su

uso ornamental [5,54].

En diversos paises la especie R. officinalis es conocida y nominada con
diferentes nombres, algunos ejemplos de los nombres populares con los cuales
se le reconoce a esta especie son mencionados a continuacion.

México: romero. Espafia: tomero, romeo, romanil4 , rosmario?’, rosmarino®?,
aroma de marf8, romero comun®8. Catalan: romani%8, romanill68, romanyi®8,
romerbs. Francia: romariné?, encensier'*47, rosmarin encens®’, herbe aux
couronnestd, omarin®8. Tnglaterra: rosemary!467, old man®’. Alemania:
rosmarin!447 rauzenkraut68. Ttalia: rosmarinol467 ramerino#”.68, erba delle
coroneb8, gusmarino®s, romanint®, rosamarina®8, romeo%$, romero
coronario®8, tresmarino®8, Arabia: iklil al-jabal®’. China: mi tieh hsiang??,
Holanda: rozemarijn®’/, rosmarin®. Finlandia: rosmariini¥’. Portugal: alecrim®?
Japdn: Mannenro?’. Rusia: rozmarin®, Suiza: rosmarin?’, Brasil alecrinzeiro®
Polonia: rozmarin lekarski?..

15



1.5. El Romero en México.
Etnobotinica

El romero forma parte de la nueva herbolaria mexicana, asi llamada por Lozoya
(1986) a la combinacién de recursos europeos y locales en la medicina
tradicional [71}. Con un enfoque distinto, Bye ef al. {1995) ubican al romero
dentro del "sincronismo”, un rasgo de aculturacién que en el caso de las
especies de plantas medicinales usadas por la cultura dominante, sustituyeron
especies locales de la medicina Azteca [114].

En la parte mistica, ritual y religiosa, también se vislumbra el uso de las plantas
introducidas. Desde la colonia la ruda, el romero y el ajo son plantas utilizadas
como amuletos {remedio preventivo) o como partes en la confeccién de estos
[141]. El romero al entrar en contacto con un pueblo de gran tradicién agricola y
herbolaria, se incorporé a la vida cotidiana de aquellos que buscaban su salud,
su proteccién y bienestar con plantas medicinales [141].

Actualmente se puede observar que en lugares como Xochimilco D.F., Milpa
Alta, D.F., Puebla, Edo. de México, Morelos, el dfa Domingo de Ramos, las
palmas que simbolizan la alegria, se adornan con plantas aromaticas entre las
que destacan el romero y la manzanilla (obs. pers).

Dentro de la medicina tradicional el romero es considerado una planta con
cualidades calientes y se usa en el tratamiento de enfermedades frias [127,128,
48]. Usada como planta medicinal se emplea tanto en tratamientos de
enfermedades relacionadas con el aparato digestivo®, el sistema nervioso®,
aparato reproductivo®, hepatobiliar®, piel*, cardiovascular®, miusculo
esquelético*, oido*, nariz* y garganta*, asi como en rituales y sindromes de
filiacion cultural (“limpias”, “mal de ojo", "mal de espanto”, "aires") [123]. Los
modos de preparacién para el uso de esta planta son la infusién®, coccién*,
vaporizaciones* y en sahumerios*. Las partes de la planta mds empleadas son

las hojas* flores* y ramas®.

Un indicador de la importancia de esta planta para algunos grupos indigenas de
México, es que le asignan un nombre especifico en su lengua. Asi, los zapotecos

la nombran Guixi-cicanaca [13], y los nafiiis jépi*.

* [nformaci6n recopilada de los ejemplares de los Herbarios del MEXU, del IMSSM y de la
ENCB.
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Uso medicinal de los romeros "M" y "H"

. "Lepdntate Sancho, st puedes, y prociirate un poco de aceite, vino, sal y
romero para hacer el bilsamo de fierabrds, que nos cure de nuestras heridas...”

."El cabrero tomé algunas hojas de romero, las mascd, las mezcld con un poco
de sal y aplicandoselas a la oreja de Don Quijote, se la vendd muy bien.”
El Ingenioso Hidalgo Don Quijote de Ia Manchal47.

En el mercado de Sonora, D.F. Linares et al. {1990), registraron al romero como
planta ritual; es un elemento importante en los ramos de "limpia”, y se prefiere
al romero "M" por ser "més fuerte” [48]. En el Edo. de Morelos, Soberanes y
Boyas (1991) cit. m. {80] reportan el uso combinado de los romeros "M"y "H"
para dolencias relacionadas con la salud de las mujeres. En Oaxaca, la “Flora
Medicinal Indigena de México" registra el uso combinado de los dos romeros
contra las dolencias reumaticas [7]. Ademas en este mismo Estado, el romero
“M" tiene un uso veterinario en el tratamiento de "falseaduras” de vacas y
toros [7].

En la tabla 1, se resume la informacién etnobotinica sobre los usos medicinales
del romerc en México.
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Caracterizacién popular de los cultivares de romero "Mty "H",

Linares ef al. 1990 mencionan que en el mercado de Sonora distinguen plantas
de romero "M" y "H" y ambas plantas son de la misma especie, considerando al
romero "H" como “una forma diferente” [48].

Comerciantes de plantas medicinales, agricultores y herbolarios que a
continuacién damos a conocer sus nombres, edad y lugar de procedencia,
conocen como lipificar los dos cultivares. En el D.F, San Luis Tlaxialtemanco,
Xochimilco Don Anastacio Medina Cruz, 71 afios agricultor; en San Pablo
Oztotepec, Milpa Alta Dofia Virginia Garcia, 47 anos comerciante y herbolaria;
dofia Marcelina Rivera Chévez, 54 afios comerciante de Santa Ana Tlacotenco,
Milpa Alta. En el Mercado de Sonora Rosa Adaya Rosales, 24 afos, oriunda de
San Miguel Atlautla, comerciante; Dofia Lidia Rosales Rolddn, 56 anos
comerciante y Guadalupe Soto, 60 afios, comerciante. En el Edo. de México en
Tepetlixpa Paula Castillo 50 afios, agricultora y comerciante. Distinguen dos
tipos de romero por el ancho y color de la hoja, por la apariencia de la planta,
por su aroma y sus propiedades:

La forma conocida como "M" estd caracterizada por tener hojas "anchas” y
“cenizas”; la planta tiene un color "verde oscuro”, "florea poco” y su aroma es
mas “fuerte”, es "mds caliente”, "resiste mds", tiene "mayor fuerza"”, es més
efectivo”, "se vende mds". La forma "IH" estd caracterizada por sus hojas
"delgaditas” "verde limén", "florea madas”, tiene "menos aroma”, "es menos
fuerte”, "menos efectivo”, es "blandita” y "se echa a perder mas pronto”
{cuadro 3).

El sefior Carlos Garcia Garcia (30 aiios) herbolario de San Pablo Oztotepec Milpa
Alta; en San Matias Cuijingo, Dofia Dominga Rosas Garcia, 48 afios,
comerciante y Don Bonifacio Aguilar, 67 afios agricultor de Purificacion
Texcoco caracterizan los dos romeros también por el ancho de la hoja, el olor,
el color y sus propiedades, solo que invierten el nombre: el romero "M" como
romero "H".

Dofia Jacinta Martinez Salazar, 45 afios comerciante de plantas medicinales del
mercado de Cuetzalan, Puebla, y Dofia Fidencia Flores Garibay de Santa Ana
Tlacotenco, Milpa Alta, conocen dos tipos de romero, sin embargo, para
diferenciarlos dicen que el romero "M" "no florea” y el romero "H" si.
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Cuadro 3. Caracteristicas y propiedades distintivas en la taxonomia
popular del romero de acuerdo con los comerciantes de plantas
medicinales, agricultores y herbolarios.

Romero H

"Hojas delgaditas”

Color "verde Hmon".

Olor "débil”

"menos fuerte”

"menos efectiva”

"es blandita”

"se echa a perder mds pronto”
"florea mads".

Romagro ‘M’

"Hojas gruesas”, "cenizas",
Color "verde oscuro”

Olor "fuerte”

“tiene mayor fuerza”

“es mas efectivo"

"es mas caliente"

"resiste mas”

"florea poco”

|

Eanr
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Distribucién, Tipes de Vegetacién, Habitat y Cuoltivo.

El romero es una planta que ha sido distribuida en diversos estados del pais
{cuadro 4).

También se ha llegado a colectar en los siguientes tipos de vegetacion:

Bosque de coniferas y encino®

Bosque mesdfilo de montaiia®

Vegetacion secundaria®

Bosque tropical subcaducifolio y matorral mediano espinoso™.

El romero se desarrolla sobre suelo arenoso®, arcilloso*; suelo fluvisol®, etitrico
grueso, llanura con toba andesftica*; suelo franco arcilloso*; suelo negro con
roca caliza*; crece también en terrenos pedregosos®, en pastizales®, arenas® y
laderas 4ridas*. Es resistente a la sequia (obs. pers.). Se establece mejor en suelo
alcalino bien drenado y a pleno sol [41], con un clima templado subhtumedo® y
una altitud que va de los 150 a los 2350 msnm®.

Es propagado asexualmente por cortes de tallo (10-15 cm de largo) v esquejes,
que llegan a enraizar a las 3 semanas después de la siembra; propagada
asexualmente la floracién comienza a los 3 afios de edad (Anastasio Medina
Cruz, com. pers.), rara vez se propaga por semilla, debido a que son poco viables
y presentan un porcentaje de germinacién bajo (1-3%) obs. pers. [25,108].

= Informacién recopilada de los ejemplares de los Herbarios del MEXU, del IMSSM y de la
ENCB.
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Cuadro 4. Distribucién de R. officinalis L. en México™

Baja California Sur.
San Antonio de la Higuera.

Chiapas.
Tenefapa. Comitan

Distrito Federal.
Dclegacrones: Coyoacdn. Cuajimalpa. Tlalpan. Xochimilco. Milpa Alta: Santa Ana
Tlacotenco, San Pablo Oztotepec.

Hidalgo.
Cuesta de San Pedro. San Juan Hueyapan. Tolcayuca. Taxay, municipio de Nicolas
Flores. Nopala

Meorelos.
Coatlén del Rio. Jojutla. Xoxocotla. Puente Ixtla. Tepozotln.

México.
Texcoco, Cerro de Tetzeutzingo. San Nicolas Tlamincas, municipic de Texcoco. Ozumba.
San Lucas Ocotepec, municipio de San Felipe del Progreso. San Jos¢ Rio Hondo. San
Dicguito. San Pablo Ixzayo. Tepetlixpa. Purificacion. San Juan Tepecoculco. San Andrés
Timilpan.

Michoacdn.
Tzintzonizan.

Nuevo Ledn.
Ejido Nuevo Camarén, municipio Andhuac. El progreso, Mina.

Puebla.
Tezwtlan; Quiruxtlan,

Oaxaca.

Municipio de Comaltepec, Distrito de Ixtldn, Tepitongo, municipio Totontepec. San Juan
Guichicovi. Cd. de Oaxaca. Santa Marfa Jicaltepec. Benito Juirez, municipio Lachatao,
Distrito Ixtldn.

Tamaulipas.
Municipio Jaumave. Ejido Altacima, municipio M. Gémez Farias.

Tlaxcala.
San Juan Ixtenco. San Juan Quetzalcuapan, municipio San Juan Tzompantepec. Jaguey
Prieto, municipio de Apizaco.

Veracruz.
Mumcipio Rafael Lucio. Jardin Botdnico Fco. Javier Clavijero, Xalapa; Misantla. Santa
Rosa Lomalarga municipio Hoeyapan de Ocampo. Naelinco. Xico.

Zacalecds.
Juan Aldama.

* Informacion recopilada de los ejemplares de los Herbarios del MEXU, del IMSSM y de la

ENCB.
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Aspectos anatdmicos de Rosmarinus efficinalis L.

El romero presenta a nivel anatémico caracteres xeromotficos muy marcados.
El tallo tiene contorno cuadrangular y en corte tranversal presenta xilema
secundario bien desarrollado alrededor de una médula parenquimatosa cuyas
células presentan abundantes campos primarios de punteaduras. Por fuera del
wilerna secundario se encuentra el floema secundario y por fuera de este se
conservan los tejidos primarios: esclerénquima representado por grupos de
fibras, parénquima cortical, colénquima especialmente desarrollado en los
angulos del tallo, y epidermis, que es uniestratificada y presenta pelillos no
glandulares de tipo dendritico, y pelillos glandulares conspicuos por su tamario
y por carecer de pedicelo [46).

La hoja tiene el borde doblado hacia el envés, y tanto la vena media como las
venillas secundarias sobresalen del nivel del meséfilo. Todo esto favorece que
la hoja muestre un contorno caracteristico, donde se aprecian salientes y
depresiones en la que tricomas glandulares y no glandulares semejantes a los
del tallo se desarrollan profusamente [46].

Las hojas de los romeros "M" y "H" de las poblaciones de San Pablo Oztotepec,
Milpa Alta D.F., muestran diferencias de tamafio y de contorno al corte
transversal. Desde un punto de vista meramente cualitativo, las hojas de
romero "H" son mas angostas y tienen menos depresiones que Jas del romero
“M", y también se aprecia que el nimero de pelillos glandulares que presentan
es menor {Zlotmik, A. com. pers) (fig 2).
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METODO
1.6. Caracteres morfolégicos de los romeros "M" y "H".

Se estudiaron dos poblaciones de R. officinalis de San Pablo Oztotepec, Milpa
Alta, D. F. (Zona de Estudio. Mapa 1). Se realizaron observaciones de campo
durante la etapa de floracién (mayo a enero) de los romeros "M" y "H" en los
afios de 1997 y 1998. La comparacion y el estudio de la variabilidad morfologica
de los dos cultivares se efectud sobre 12 caracteres de flores y hojas de 10
individuos de romero “M" y 10 individuos de romero "H" seleccionados
aleatoriamente. Se realizaron 192 observaciones durante la etapa de floracion
de los afios antes mencionados, correspondiendo 96 observaciones para cada
cultivar. Las hojas evaluadas fueron, la primera de cada nddulo en linea
ascendente de una rama floral, las flores de cada individuo se seleccionaron al
azar: también se midié la altura de cada individuo con una cinta métrica. Las
mediciones de hojas y flores se realizaron con material fresco y con un vernier.

Se colectaron ejemplares para herborizar y muestras de flores con polen. Los
ejemplares de herbario fueron depositados en el Herbario de la Universidad.
Nacional Auténoma de México (MEXU) con ntimero de registro del 846428 al
846434 y en el Herbario Medicinal del Instituto Mexicano de Seguro Social
(IMSSM) con ntimero de registro del 12785 al 12794.

Los ejemplares examinados para la determinacién de los cultivares fueron:

Mercado de Sonora D.F. Abigail Aguilar2391 (IMSSM).
San Juan Tepecoculco, México. José Garcia 10943 (IMSSM).
San Nicolas Tlamicos, Texcoco, México. J. Rzedowski 4030 (IMSSM).

Los cultivares también se cotejaron con las descripciones de Linneo [31] y la
Flora Europaea [15], y con la clasificacién de Turrill [76] se determind su
categoria infraespecifica.

Los caracteres analizados fueron los siguientes:
1.- Longitud de la corola. La medida se realizo desde el extremo del labio
superior hasta la base del tubo.
2.- Longitud del labio inferior. La medida se realizé desde el extremo del labio
inferior hasta la garganta del tubo
3.- Color de la corola.
4.- Longitud del filamento estaminal.
5.- Color del filamento estarninal
6.- Longitud del estilo.
7.- Color del estilo.
8.- Color de la anfera.
9.- Longitud del pedicelo. Se midié del extremo del pedicelo hasta la base del
céliz.
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10.- Longitud del caliz. Se midi6 de la base del céliz hasta el extremo del labio
superior entero.

11.- Largo de hoja. Desde el extremo a la base, hasta la punta.

12.- Ancho de la hoja. A mutad de la hoja.

I.7. Granos de Polen de los romeros "M" y "H".

El material polinico utilizado en el presente estudio, fue obtenido de la colecta
de flores completas de cuatro individuos "M" y cuatro individuos "H" en
noviembre de 1997. Cabe mencionar que estos individuos fueron seleccionados
al azar de un conjunto de 20 individuos que constituyeron la muestra total de
las poblaciones "M" y "H" para el estudio de los caracteres morfolégicos.

Las flores se procesaron con la técnica convencional de acetdlisis de Erdtman
(1960) [110]. Se realizaron 10 mediciones en vista ecuatorial y en vista polar de
cada individuo. En vista ecuatorial se midid eje polar v eje ecuatorial. En vista
polar se midieron dos didmetros de los ejes, distancia entre colpos adyacentes,
distancia entre colpos opuestos, la exina diferenciada entre: sexina y nexina. La
descripcién de los granos de polen se realizé con la clasificacién de Erdtman
(1952) [103].

Las mediciones se realizaron a iravés de un microscopio Gptico de luz
transmitida Olympus CH30 con cdmara automdtica adaptada. Se fotografiaron
los granos de polen con pelicula Plus x pan 125 y se revelaron con HC110.

Las laminillas con los granos de polen fueron depositadas en las colecciones
palinoldgicas de los Institutos de Biologia y de Investigaciones Antropoldgicas
de la UNAM.

1.8. Analisis estadistico de la variabilidad de caracteres
morfolégicos del romere "M" y "H".

Se realizé un anilisis discriminante también llamado de clasificacion,
identificacién o asignacion, el cual se encuentra dentro de los métodos
multivariados. Este andlisis identifica grupos de objetos con base en un
conjunto de variables que permiten distinguir o discriminar estos objetos
asignandolos a grupos especificos definidos a prieri y poniendo a prueba su
identidad [125,126]. Las variables consideradas actiian como variables de
clasificacién y para cada una se calcula un peso o capacidad discriminatoria. La
separacion de los grupos se obtiene por medio de una funcién que permite
distinguirlos ademas de clasificar observaciones futuras no identificadas en el
grupo al que pertenecen [124]. Cuando se analizan dos grupos (es el caso del
presente estudio) se calcula una sola funcién discriminante:

Grupo= a+bp=x1+byxz+..4+bm*xm
donde a es una constante y by , by son coeficientes de regresion [126]
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Con este método se puede probar la hipétesis nula de que los dos cultivares
estudiados son iguales y las diferencias se deben al azar, utilizando Lambda de
Wilks como indice de discriminacién. Cabe mencionar sin embargo, que no
permite concluir sobre la causalidad entre las variables dependientes e
independientes, puesto que no son grupos controlados experimentalmente

[124]).

Se construyeron dos matrices basicas de datos con los resultados obtenidos de
las 192 observaciones de las estructuras vegetativas y reproductivas y polen (ver
anexo "morfologia: hojas, flores" y "datos polen”)

Se realizaron andlisis de varianza de una via para observar las tendencias
especificas de cada caracter entre las dos poblaciones de romero "M" y "H" y se
aplicd la prueba de Tukey para determinar los intervalos en los cuales una
poblacién se distingue de otra para cada variable. Sin embargo, este andlisis no
permite probar la hipétesis nula de que las poblaciones de romero "M" y "H"
son iguales entre si, la prueba de tal hipdtesis se ha efectuado con el anélisis
discriminante. Los anélisis de varianza y discriminante se realizaron utilizando
el programa Statistica. Todos los andlisis fueron efectuados al 95% de confianza.
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1. 9. Descripcion de los Romeros "M" y "H".

vartanza.

RESULTADOS

Los romeros "M" y "H" son perennifolios,
tienen una forma de vida arbustiva, presentan
una corteza que se separa en bandas de color
café a pardo grisdcea, ramas ascendentes y rafz
profunda. Los renuevos del tallo en el romero
"M" son cenizos y los del romero "H" son de
color verde-limén (Fig. 3) . En la tabla 2 se
resumen los datos obtenidos en los muestreos y
los caracteres que presentaron diferencias
significativas de acuerdo con los andlisis de

Figura 3. Renuevo de tallo de los cultivares "H" y "M".

Tabla 2. Caracteres morfoiogicos

"M" v "H" R. officinalis L.

evaluados de los

cultivares de

romero

Caracter

Romero "M"

Romero "H"

Altura

80 a 1 m de altura

90 a 1.35 m de altura.

Flor

Longitud de la corola.

7(9.2)11.7 mm

7 8(10.01)12 mm

Longitud del labio
inferior

53(7.1)9 mm

5.5(7.4)9.6 mum

Color de la corola.

blanca a lila pdlido

Tila palido

Longitud del filamento
estaminal.

2(7.9)10.8 mm™

29(10)13 mm™

Color del filamento

estaminal

blanco a lila palido

violeta pélido brillante

Color de la antera

morado azuloso y café

morado azuloso y café

Longitud del estilo

9(14.2)15.5 mm**

12(17.7)20 mm**

Color del estilo

blanco a lila pélido

violeta palido brillante

Longitud del céliz

45 (5.8) 6.8 mm

3.2(5.3)6.4 mm

Longitud del pedicelo

2(4.1)4.6 mimn

2.7 (3.8) 5.7 mm

Hoja

Longitud de la hoja

12.8(21.5)31.5 mm

10.7(21.8)39.4 mm

Ancho de la hoja

18(2.9)4.3 mm*

T.4(2.01)3.2mm *

Color de la hoja

verde oscuro

verde claro

** diferencias significativas (p<0.05).
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1.9.1. Descripcién del romero "H™.

El andlisis de los caracteres morfologicos indicé que el cultivar "H"
corresponde a Rosmarinus officinalis L. var. genuing de acuerdo con la
clasificacién de Turril, 1920 {76] (fig. 4},

Arbusto de 90 a 135 cm de altura. Hojas aromdticas, opuestas, lineares, coridceas
y de borde doblado, maduras llegan a medir de 10.7(21.8)3%9.4 mm de longitud y
1.4(2.1)3.2 mm de ancho, tomentosa por el envés (menos tomentosa que el
romero "macho”). Flores dispuestas en racimos, la corola es bilabiada de color
lila a azul pélido, el labio superior es céncavo, mide de 7.8(10.01)12 mm de
longitud y tiene 2 divisiones, el labio inferior mide de 5.5(7.4)9.6 mm de
longitud y tiene tres divisiones; presenta 2 estambres exertos y paralelos de
color violeta pélido brillante, miden de 7.2(2.8)12.5 mm de longitud, el color de
la antera varia de morado azuloso y calé; estilo exerto, puede ser curvo o recto
de color violeta pdlido brillante con una longitud de 12(17.7)20 mm; cdliz
campanulado de 3.2(5.3)6.4 mm de longitud; pedicelo unido al céliz de 22.7 (3.8)
5.7 mm de longitud.

|

Fig. 4. Cultivar de romere "H"
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1.9.2. Descripcién del romero "M™.

El analisis de los caracteres morfol6gicos indicé que el cultivar "M"
corresponde a Rosmarinus officinalis L. var. genuina de acuerdo con la
clasificacién de Turril, 1920 [76] (fig.5).

Arbusto de 80 a 100 cm de altura. Hojas aromdticas, opuestas lineares, coridceas
y de borde doblado, maduras llegan a medir de 12.8(21.5)31.5 mm de longitud y
1.8(2.9)4.3 mm de ancho, tomentosa por el envés (mas tomentosa que el
romero "hembra"). Flores dispuestas en racimos, la corola es bilabiada de color
blanca a lila pélido; el labio superior es céncavo, mide 7(9.2)11.7 mm de
longitud y tiene 2 divisiones, el labio inferior mide de 5.3(7.1)9 mm de longitud
y tiene tres divisiones; presenta 2 estambres exertos y paralelos de color blanco a
lila pélido, miden de 2.9(10)13 mm de longitud estaminal, el color de la antera
varfa de morado azuloso y café; estilo exerto, puede ser curvo o recto de color
blanco a lila pélido con una longitud de 9(14.2)15.5 mm; céliz campanulado de
4.5 (5.8) 6.8 mm de longitud; pedicelo unido al céliz de 2(4.1)4.6 mm de
longitud.

Fig 5. Cultivar de romero "M".
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1.16. Caracteres morfoldgicos

Al analizar las poblaciones estudiadas con el método discriminante (realizado
con los datos de los caracteres morfoldgicos que se encuentran en el anexo) se
encontraron diferencias significativas entre los cultivares de romero "M" y “"H"
(Tabla 3). La discriminacién entre el romero "M" y romero "H" fue significativa
{Lambda de Wilks=0.26; Fy,155=307.1, p<0.05).

Los caracteres que mas contribuyeron a la discriminacién de los tipos de
romeros fueron la longitud del estilo y el ancho de las hojas (Fig. 9. Tabla 3). El
estilo, la longitud de hoja, pedicelo y estambre son los caracteres que permiten
diferenciar a la poblacién de romero "H", por otro lado el ancho de la hoja, el
caliz, labios inferior y superior son caracteres que permiten diferenciar al
romero "M" {Tabla 3).

Tabla 3 Andlisis discriminante, contribucion independiente de cada
variable en el modele y su impertancia relativa para Ia
discriminaciéon de las poblaciones.

Caracter Lambda Lambda F Nivel de Valor
significancia
deWilks parcial {1,184) Discriminante*
Estilo 0.31955162 0.70492077 77.0222397 000000 0.77682328
Anchode| 0.28343749 0.79473811 47.5228043 000000 -0.5336283
hoja
Cdliz 0.2471717 091134447 17.8995018 000036 -0.3405207
Longitud | (.23008463 0.97902483 3.94211388 0.04857 0.16788335
de hoja
Labio 0.22930709 0.98234463 3.30697823 0.07061 -0.1436229
inferior
Pedicelo | 0.22788866 0.98845893 2.14835358 0.14442 0.1301329
Estambre| 022655839 0.99426275 1.06173992 .30417 0.11459694
Labio 022481814 099804479 0.35850459 0.55007 -0.0644429
superior

*Los positivos discriminan a los individuos "H" y los negativos a los individuos "M".

El andlisis discriminante predice el ordenamiento de cada uno de los
individuos asignandolos en una de las dos poblaciones. En un 94% los
individuos "H" fueron ubicados en su poblacién correspondiente, mientras que
los individuos "M" lo fueron en un 98%, lo cual confirma que las poblaciones
estudiadas poseen diferencias enire si, con un bajo porcentaje de observaciones
indeterminadas o clasificadas en un conjunto difuso.
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El analisis de varianza realizado para cada uno de los caracteres estudiados,
permitié apreciar las tendencias que se sugieren en el andlisis discriminate para
estos caracteres. Se obtuvo una alta diferencia significativa en los caracteres
estilo, estambre y ancho de las hojas (tabla 4). La prueba de Tukey permitio
reconocer que existen diferencias significativas entre las poblaciones de los
romeros “M" y "H" para estos caracteres. Los estilos y estambres mds largos se
encuentran en los individuos "H", mientras que el ancho de las hojas fue
mayor en los individuos "M" (tabla 4). El largo de hoja, no resulté relevante en
la variabilidad de los cultivares. En la gréifica 1 se muestra el intervalo de
variabilidad de los caracteres. Existe también una marcada correlacion
significativa (p < 0.05) entre los caracteres de la flor de ambos romeros. El
tamafo de la corola se relaciona con el tamafio del estilo, estambre y el cdliz.
Esto tiene importancia ya que las flores que presentan estambres estériles
generalmente son flores mas pequefias como se verd mds adelante. Estos
resultados permiten confirmar que las poblaciones estudiadas se presentan
como grupoes diferenciados.

Grafica | Medias y desviacién estidndar de [los caracteres morfolégicos
de R. officinalis.
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CS: Longitud de la corola; CI: Longitud del labio ferior; ES: Longitud filamento estaminal;
ST: Longitud del estilo; CA: Longitud del caliz.; P:Longitud del pedicelo; LH: Longitud de la hoja;
AH: Ancho de la hoja.

** diferencias significativas (p<0.05}
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Tabla 4 Analisis de varianza de los caracferes estudiados de los
cultivares de Romero "M" y “H".

Caracter Fuente de S.C. G. L. C. M. F P
variacién
Entre grupos 32.7525521 1 32.7525521 61.9359757 | .000000
Labio superioriIntra grupos 100.474479 190 0.52881305
Tatal 133.227031
Enfre grupos 5.88 1 5.88 110016802 | 0.00109066
Labto inferior|Intra grupos 101.548125 190 0.53446382
Total 107.428125
Entre grupos 228.813333 I 228.813333 132.642713 000000
Estambre  [Intra grupos 327.756667 190 1.72503509 * %
Total 556.57
Entre grupos 573.046302 1 573.046302 332.32507 0.000000
Estilo Intra grupos 327.627396 190 1.72435471 o
Tolal 900.673698
Entre grupos 26 6263021 1 26 6263021 76.5616945 000000
Corola Intra grupos 66.0773958 190 0.34777577
Total 927036979
Entre grupos 21.2002083 1 21.2002083 50021318 000000
Pedicelo  |Intra grupos 80.5264583 190 0.42382346
Total 101.726667
Entre grupos 5.56921875 1 556921875 0.24912656 | 0.61826817
Largo de hojajIntra grupos 4247.44573 | 190 | 22.3549775
Tofal 4253.01495
Entre grupos 37.5417187 1 37.5417187 177.733035 | 0.000000
Ancho de hoja|Intra grupos 40.1328125 190 0.21122533 *E
Total 77.6745312

** p<0 05 alta diferencia significativa.

1. 11. Fenologia y sexualidad.

Existe en las dos poblaciones estudiadas un comportamiento fenolégico
diferente, el romero "H" presenté un periodo de floracién més largo que el
romero "M" en los dos afios consecutivos (Tabla 5}. El primero, inici6 la
floracidén a finales del mes de mayo, antes que el segundo, que fue a mediados
del mes de julio; la fructificacién en el romero "H" comenzé desde mediados
de septiembre hasta enero, en el romero "M" desde finales de octubre hasta
enero.

La produccién de flores, frutos y semillas llegé a darse simultdneamente en el

mes de octubre, se pudieron observar botones, flores maduras, frutos y semillas

de color café en ambos romeros.

El momento méximo de la floracion del romero "H" fue en los meses de

agosto, septiembre y octubre, mientras que en el romero "M" en los meses de

septiembre y octubre; en noviembre disminuye la densidad de flores en las dos
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poblaciones y a finales de noviembre y principios de enero las flores son escasas
y en las ramas solo se observan frutos con un alto porcentaje de semillas vanas.

Tabla. 5 Fenologia de los coltivares "M" y "H" en San Pablo Oztotepec,
Milpa Alta D.F.

Etapa fenolégica Romero “M" Romero "H"

Floracién (inicio) Julio Mayo

Fructificacién Octubre a Diciembre Septiembre a Diciembre
Floracién (final) Noviembre a Enero Noviembre a Enero

Durante el periodo de floracién, las poblaciones de romero "M" y “H"
presentaron polimorfismo sexual, se pudieron observar en ambos romeros
flores hermafroditas en toda la etapa de floracidn, individuos con flores
hermafroditas y flores femeninas © masculinas estériles con estambres
abortados, también se observaron flores con estambres de diferentes tamafios:
une corto y uno largo, estambres largos con anteras, estambres largos sin
anteras. Cuando los estambres tenfan anteras eran de color azul violeta o de
color café, Las flores de los romeros "M" y "H" con estambres disfuncionales
presentaban un menor tamafio que las flores hermafroditas (tabla 6). Este
comportamiento sexual ya ha sido estudiado en las poblaciones de Espafia por
Ubera-Jiménez e Hidalgo Fernandez (1992) quienes sefialan que R. officinalis
presenta ginodioicismo temporal [27].

Tabla 6. Tamaiio de las flores con estambres disfuncionales de 1los
romeros "M" y "H".
Romero | Pedicelo Céliz | Labio Sup| Labio inf { Estilo [ Estambre
M 2.7 5 7 5.2 8.2 2
H 3 4.4 82 7.5 12 2.8

1.12. Descripcion del polen de los cultivares "M" y "H".
Se encontraron dos tipos de granos de polen en las flores de los cultivares de

romero "M" y romero "H", el polen normal y el polen colapsado. En el romero
"H" el polen colapsado se cuantificé en un 16%, y en el romero "M" en un 27%.
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1.12.1 Polen del Romero "M".

Polen esferoidal de 40.17 x 40.25. P/E=.99. Vista polar: eliptica de 41.2X45.5. Exina
de 2 Micras de grosor; sexina 1.5 micras y nexina 0.5 micras. Semitectada,
microreticulada. Hexacolpado; colpos con membranas ligeramente granuladas.
Distancia entre los colpos opuestos 12 (13.2) 15. Indice del drea polar 5 (6.6) 8.4
(Fig. 6).

1.12.2 Polen del Romero "H".

Polen esferoidal de 40.37 x 44.6. P/E=.90. Vista polar: eliptica de 41.9X47.6. Exina
de 2 Micras de grosor; sexina 1.5 micras y nexina 0.5 micras. Semitectada,
microreticulada. Hexacolpado; colpos con membranas ligeramente granuladas.
Distancia entre los colpos opuestos 12 (14.7) 18. Indice del drea polar 6 (6.7) 8.

(Fig. 6).
[.12.3. Analisis estadistico. Polen

Al analizar el polen con el método discriminante (realizado con los datos de los
caracteres morfolégicos de polen que se encuentran en el anexo). Se
encontraron diferencias significativas entre el polen de romero "M" y romero
"H" (Wilks' Lambda: .54701 aprox. F (2,77)=31.882 p< .0000). Sélo la medida de
vista ecuatorial eje ecuatorial (VEE) y colpos opuestos (COOP) resultaron
importantes en la discriminacién de los grupos, y fueron los caracteres que mas
contribuyeron a la discriminacién de los tipos de polen de los romeros "M" y
"H'"(tabla 7).

Tabla 7. Andlisis discriminante y contribucién independiente de cada
variable en el modelo. Polen

Caracter Lambda de Lambda F
Wilks' Parcial (1,77} p

VEE 0 73275864 0.74651277 26.1462593 (.000002
COOP 0.62137967 0.8803212 10.4680738 0.00179106
VIPDIMA 0.53237593 0.97324061 2.0896306 0.15241298
VPDIME (0.54357928 0.9937214% (.48018196 0.49045208
COAD 0.54690427 0.99979997 0.01520556 0.90218645

VEP 0.54578924 0.99776161 0.1704995 0.6808309

VEE: Vista ecuatorial, eje ecuatorial; VEP: Vista ecuatorial, eje polar; VIPDIMA: Vista polar,
didgmelro mayor; VIPDIME: Vista polar didmetro menor; COOP: Colpos opuestos; COAD: Colpos

adyacentes.
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Fig. ¢ Granosde polende R. officinalis L. Cultivares de romero” w "y
".a)r." W "vistaecuatorial. exina. 100x B) r. " m "

romerc". ™

vista ecuatorial. exina. 100x €) r."" W " vista ecuatorial. ornamentacién.
100x.d) r.". m " vista ecuatorial. ornamentacién. 100x @) r.”  w " vista
polar. exina. 100x. f) r.” m " vista polar. exina. 100x. @) r. " w " vista

“ vista polar. ornamentacién. 100x.

polar. ornamentacién. 100x. h) r." m
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En un 100% el polen de los individuos "H" y "M" fueron ubicados en su
poblacién correspondiente lo que confirma la diferencia en el tamario del radio

ecuatorial del polen entre los romeros "M" y "H".

En la tabla 8 se presenta el andlisis de varianza para los caracteres relacionados
con las dimensiones de los granos de polen de los cultivares romero "M" y
romero "H”. Como se puede observar, las mediciones con alta diferencia
significativa fueron Vista ecuatonal, eje polar (VEE) y distancia de colpos
opuestos (COOP), con diferencia significativa vista polar, didgmetro mayor
(VIPDIMA), vista polar didmetro menor (VIPDIME) y colpos adyacentes
(COAD) y con nula diferencia significativa vista ecuatorial, eje polar (VEF). En
la gréfica 2 se presenta las medias y la desviacién estdndar para los caracteres
evaluados. Con la prueba de Tukey se encontraron diferencias significativas de
las mediciones Vista ecuatorial, eje ecuatorial (VEE) y distancia de colpos
opuestos (COOP). Los granos de polen del romero "H" tienen mayor longitud
en vista ecuatorial (eje ecuatorial) y distancia de colpos opuestos, con respecto
del romero "M", lo cual significa que el romero "H" presenta un mayor radio

ecuatorial del polen.

Tabla & Anslisis de varianza de los caracteres relacionados con las
dimensiones del polen.

Caracteres Fuente de SC G.L. M F P
variacion
VIPDIMA | Enire grupos 187.35 7 26.7642857 3.60731668 0.00219221
Intra grupos 534.2 72 7.41944444
Total 721.55
VPDIME Entre grupos 92 7 13.1428571 2.43136103 0.02707228
Intra grupos 389.2 72 5.40555556
Total 481.2
COAD Entre grupos 12.95 7 1.85 3.84971098 0.00130895
Intra grupos 34.6 72 0.48055556
Total 47.55
COOP Entre grupos 87.2 7 12.4571429 9.68589941 $.0000000
Intra grupos 92.6 72 1.28611111 *
Total 1834
VEP Entre grupos 17.95 7 2.56428571 029213382 0.95495201
Intra grupos 632 72 8.77777778
Total 649.95
VEE Entre grupos 564.75 7 80.6785714 13.359837 {.0000000
Intra grupos 434 8 72 6.03888889 *
Total 999 55

VIPDIMA: Vista polar, didmetro mayor; VIPDIME: Vista polar didmetro menor; COAD: Colpos
adyacentes; COOP: Colpos opuestos; VEP: Vista ecuatorial, eje polar; VEE: Vista ecualorial, eje
ecuatorial

*p<0.05 alta diferencia significativa.
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Grifica 2. Medias y desviacién estindar de los caracteres morfolégicos
evaluados en polen.
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VIPDIMA: Vista polar, didmetro mayor; VIPDIME: Vista polar didmetro menor; COQAD: Colpos
adyacentes; COOP: Colpos opuestos; VEP: Vista ecuatorial, eje polar; VEE: Vista ecuatorial, ¢gje
ecuatorial.

*p<0.05 alta diferencia significativa.



. QUIMICA

TERPENOS DE R. officinalis L. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

I1.1. Aceites esenciales o volitiles.

Los aceites esenciales, antes definidos por los antiguos alquimistas como el
alma de la planta, son complejas mezclas de compuestos orgédnicos voldtiles,
que se encuentran principalmente en las familias Asteraceae, Matricaria;
Lamiaceae, Mentha spp., Myrtaceae, Eucalyptus, Pinaceae, Pinus, Rosaceae,
Rosa spp.; Rutaceae, Citrus ; Umbelliferae, Pimpinella ; Lauraceae, Laurus y
Zingiberaceae, Alpinia ; Brassicaceae, Brassica spp. [9,38,45,111,115].

Se les denomina aceites debido a algunas similitudes en sus propiedades fisicas
y quimicas con los aceites verdaderos, como es su baja densidad, su aspecto, su
solubilidad. Sin embargo, se distinguen de estos (aceites fijos) por ser
arrastrables por medio del vapor de agua, de donde reciben el nombre de
volitiles, as{ como por la diversidad de sus constituyentes, ser substancias no
untuosas al tacto, su color es muy variado y generalmente son solubles en
alcohol. Los aceites esenciales de consistencia liquida al ponerse sobre papel,
dejan una mancha que desaparece con el tiempo [34,106].

Los aceites esenciales se pueden encontrar en todos los érganos vegetales: en las
flores (huizache, jazmin), hojas (romero, toronjil, laurel), raices (vetiver),
rizomas (jengibre), lefios (sdndalo), cortezas (canela), frutos {anfs, anis estrella),
semnillas (nuez moscada) [5,34,111,115]. En estos drganos el contenido de aceites
esenciales es inferior al 2%, con algunas excepciones como los botones florales
del cdlavo que llega incluso al 15% [9].

La sintesis y acumulacién de un aceite esencial, generalmente estd asociada a la
presencia de estructuras histolégicas especializadas que se localizan en sitios
especificos de otros tejidos, por lo general, sobre o en la proximidad de la
superficie de la planta. Estas estructuras especializadas pueden ser células con
aceites esenciales (Laurdceas, Zingiberdceas); tricomas glandulares (Lamidceas);
bolsas o cavidades secretoras (Mirtdceas, Rutdceas) o canales secretores
{Asteraceas) [5,9,38,52].

La funcion biolégica de los aceites esenciales es un tema abierto: pueden actuar
como hormonas reguladoras o catalizadores, o bien refrescar el entorno de la
planta proporciondndole un filtro solar en su parte aérea [56]. En cuanto a su
papel ecolégico se ha sefialado que la volatilidad v el marcado olor de los aceites
esenciales, constituyen los elementos de la comunicacién quimica en las
posibles interacciones planta-animal, planta-planta y planta-microorganismos.
Estan implicados en procesos como la polinizacién y dispersién [19], y so:r;\
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considerados un medio de defensa frente a depredadores (microorganismos,
hongos, insectos, herbivoros) [83, 107], o bien pueden actuar como atrayentes de
predadores y parasitoides [105], ademds de interferir en el desarrollo de otras
plantas competidoras (alelopatia) [84,89].

Quimicamente los aceites esenciales son mezclas complejas y muy variadas de
sustancias organicas olorosas pertenecientes a dos series caracterizadas por
origenes biosintéticos distintos: 1a serie terpénica derivada
biogenéticamente del dcido mevaldnico y basada en la molécula del isopreno, y
la serie de los compuestos arénicos derivada del fenilpropano, esta
altima es menos frecuente [9,35,38]. En los aceites esenciales tinicamente se
encuentran los lerpenos mds voldtiles: monoterpenos y sesquiterpenos,
constituidos por 10 y 15 dtomos de carbén. Los mono y sesquiterpenocs difieren
en volatilidad y punto de ebullicién, los primeros lienen un punto de
ebullicion entre 140 y 180 °C y los segundos >de 200 °C [38,115]. Los
monoterpenocs estdn constituidos principalmente de hidrocarburos aciclicos,
monociclicos y biciclicos, acompaifiados de sus derivados oxigenados: alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres, éteres [9,39,115]. Los sesquiterpenos también estin
agrupados dependiendo del esqueleto basico del carbdn, y los mds comunes son
los aciclicos, monociclicos y biciclicos [9,39,115].

La técnica de cromatografia de gases es la més importante en el estudio de los
aceites esenciales. Cuando un conjunto de compuestos se encuentra
frecuentemente en un grupo particular de plantas, las variaciones cuantitativas
de estos compuestos son significativas en un analisis quimiotaxonémico
{38,115].

Actualmente se reconoce la existencia de factores que contribuyen a la
variabilidad de los aceites esenciales: a) origen botéanico, aunque resulte
evidente, la composicién de un aceite esencial estd en funcidén de la especie
productora [9]; b) quimiotipo, en plantas con aceites esenciales es frecuente
encontrar razas quimicas o encontrar diferencias quimicas en los cultivares de
una especie, a los que se reconoce como guimiogultivares [45,115); ¢) ciclo
vegetativo, la proporcién de los componentes del aceite esencial llega a variar
a lo largo de su desarrollo; d) factores ambientales, suelo, exposicion al 50l,
temperatura, balance de nutrientes, practicas de cultivo [36]; e} métodos de
extraccidn [1,36].

Por su amplia variabilidad los aceites esenciales han sido objeto de controversia
en las discusiones acerca de su relevancia en la taxonomia de las plantas. En los
ultimos diez afios se ha reconocido su validez en la clasificacién de algunas
familias, es el caso de la familia de las Lamidceas en el que los aceites esenciales
son compuestos con un alto significado taxonémico {58). Tal es asi que esta
familia tiene dos subfamilias separadas por presentar géneros ricos en aceites
(Nepetoideae) y géneros pobres en aceites (Lamioidea) [58]. Ademds contribuyen
a establecer diferencias a nivel infraespecifico [85]. 44



I1.2. Aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.

Antiguamente, los Romanos lamaban al romero flor de mar y Linneo cuenta
que los  marmeros del mediterrineo llegaban a percibir el aroma del Romero

antes que ellos pudieran ver la tierral

El romero presenta una amplia variabilidad en su expresion aromdtica. Ya sea
cultivado o silvestre muestra diferencias cualitativas y cuantitativas de los
componentes de sus aceites esenciales (tabla 9). Se distinguen diversas razas
quimicas o quinuotipos de acuerdo al esqueleto basico del carbén (Granger, et
al. (1973)cit. in. {1], o bien, con base en sus compuestos mayoritarios [59,60,61,85]

(cuadro 5).

Cuadro 5. Quimioctipos reconocidos del romero.
Granger, et. al. (1973) op. cit., propone la existencia de 4 quimiotipos del
romero:

1} el tipo 1,8-cineole o eucalyptol
2) el tipo camphor-borneol;

3) el tipo a-pinene-verbenone;
4) el tipo myrcene.

Tucker y Maciarello, (1986) agrupan los cultivares de Estados Unidos
Americanos, Canadé e Inglaterra en 6 quimiotipos [60].

1} ¢ -pinene> 1,8-cineole;
2} 1,8-cineole> a-pinene;
3) u-pinene>camphor + camphene>1,8-cineole;
4) camphor + camphene>a-pinene>1,8-cineole;

5) camphor + camphene>1,8-cinecle>0-pinene
6) borneol+bornyl acetate>camphor.

Ademds de los quimiotipos propuestos se siguen encontrando combinaciones
diferentes de los constituyentes mayoritarios de los aceites esenciales, lo que
permite sugerir nuevos quimiotipos [88].
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Tabla 9. Composicién quimica comparativa del aceite esencial de
Rosmarinus _ efficinalis 1. en diversos paises de Europa y América.

Origen | ¢ pinene | myrcene | 1.8-cineole | camphor | borneol | verbenone | ref.
geogrifico

Francia 19912 3508 1552212 | 5322479 3.01 a 7.50 3.24 2 6.53 1.03 a [61]

5.08

Espaiia | 17742245 [ 1.7142.48 | 19.8022.97d | 18542228 | 1.77a2.10 - {951
Espaﬁa 162238 ta.b 10.2 a 23.5 52a3l.1 l6agl ta’l?2 [59]
Espana 24.70 4.90 18.96 16.32 4.53 - [61]
Espaiia 302 50 2a3 3a8 6220 - 3a6 [85)
[talia 323 4.7 17 54 - - (4]
Turquia 41821147 061 a1.50 | 18.16a40.57| 1457 a23.0| 5632 l1L.15 | 0a 1558 | [97]
Hungria 249 f - 20.1 14.7 3 0.8 [86]
Mammuecos | 9.562 1272 | 0.68a 1.60 | 43.53a57.7 | 742a 1080 297 a45i 0al046 | {61]
Portugal 6.9 19.2 20.5 0.2 - - (10}
Grecia 10.3 - 512 5.5 4.7 - [96]
Tunez 86alld 1.lal4d 47.6 a 55.1 64al4.8 34al2l t [98]
EUA 006a574510.14a 153F 355a4269 | 0202 5645 | 0.40 a 14.69 - [60]

ttrazas
d 1,8 cineole+f phellandrene

fq pinene+camphene

I1.2.3 Extracciéon del aceite esencial del romero.

El método clasico de aislamiento del aceite esencial del romero es por arrastre
de vapor de las ramas con hojas o s6lo las hojas. Un excelente aceite de romero
es obtenido de las hojas frescas {1]. En la mayorfa de los paises la exiraccién se
realiza con planta fresca y el tiempo de destilacién varia de 30 a 240 minutos [1].
Entre mayor tiempo de destilacién, mayor confenido de sesquiterpenos [1].
Existe una relacion ldgica enire la dimensién del aparato de destilacion y la
cantidad de la planta que va a ser destilada [38].

I1.2,4Técnica headspace.

La técnica headspace ha sido usada exitosamente desde 1977 para la preparacion
de la muestra. Headspace es un término usado para describir los vapores
formados por liquidos o sdlidos, y actualmente es considerado como un
método de rutina en la mayoria de los laboratorios que trabajan con
constituyentes voldtiles de los aromas [99]. Con este métedo se puede trabajar
en fresco y seco, usando cantidades minimas de material vegetal y las
diferencias en los compuestos emitidos por los diferentes érganos de las planta
pueden ser detectados, asi como las variaciones fenolégicas pueden ser
registradas [116]. El andlisis de headspace consiste de dos métodos, uno
dindmico y otro en vacio {116,117]. Dindmico: los compuestos voldtiles
liberados por la planta mediante presion y temperatura, son purgados por un
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gas. En una siguiente etapa los compuestos voldtiles concentrados son
arrastrados a una columna para su separacién e identificacidn [116,117]. Vacio
es similar a un arrastre de vapor, el material vegetal se somete a vacio y los
compuestos voldtiles se arrastran junto con el agua contenida en la planta y son
condensados a baja temperatura [116,117], tiene mayor preferencia en
aplicaciones de perfumerfa [117]. El andlisis de keadspace, contribuye en la
clasificacién de plantas aromadticas [116]. Para un mayor detalle sobre la teoria de
operacion de headspace consulte referencias 149 y 150.

I1.2.5 Propiedades fisicogquimicas del romero

Las propiedades fisicoquimicas tales como la gravedad especifica, la rotacién
Gptica, el indice de refraccién y la solubilidad en alcohol al 80 y 90 %, fueron
propuestas en los afios 60’s para verificar si un aceite era realmente natural o si
estaba reconstituido o adulterado. Estas propiedades fisicoquimicas forman
parte de los pardmetros de estandarizacion de la calidad de los aceites esenciales

[63]
Densidad Especifica

La densidad especifica es inversamente proporcional a la cantidad de
monoterpenos que contenga. Los valores reportados en literatura [61,62,63]
indican que la gravedad especifica del aceite esencial del romero estd alrededor
de 0.860 a 0.9208. Clasificando estos datos, actualmente se distinguen los aceites
de baja densidad menor o igual a 0.9 y los de alta densidad mayores a 0.9 [61]

(tabla 10).
Indice de Refraccidn

El indice de refraccién es una aproximacién del total de monoterpenos y sus
derivados oxigenados. Un alto contenido de monoterpenos da un alto indice de
refraccién, mientras que un alto contenido de derivados oxigenados se traduce
en un indice de refraccién bajo [1]. En el caso del romero el indice de refraccién
estd alrededor de 1.4659 a 1.4783, dependiendo de su origen (tabla 10).

Rotacién Optica

La rotacién éptica del aceite esencial del romero de acuerdo con datos
reportados en la literatura [61,62,63], indican que ésta puede variar desde -0°58”
a + 25° (tabla 10), la mayoria de las veces depende de compuestos como

t-pinene, camphene y camphor [1].
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Tabla [0. Propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. de diferentes origenes

Origen nn dap ap Ref,
Marruecos 1.4695-1.4740 0.910-0.917 -1.18%; +0.612° 61]
Espana 1.4696-1.4770 0.900-0.902 -3.80° ; +0.98° 61]
Francia 1.4723-1.4728 0.906-0.920 +10.50° ; +15.34° [ [61
Norte Africa 1.467-1.474 0.908-0.920 -[°a+6° [63
Espaiia 1.467-1.474 0.895-0.905 -3%a +10° 63]
Portugal 1.466-1.475 0.860-0.880 +4° a +25° 63]
Francia 1.467-1.474 0.895-.0916 -1°; +-16° [63
Espana 1.4682-1.4712 0.893-0.910 -0°587; +11°327 [62
Tunez 1.4681-1.4783 0.907-0.9165 +5° +10° 1
Ttalia 1.4659-1.470 0.8988-0.9208 [-2°;21.5° 1
Itaha 1.4668-1.476 0.8943-0.9161 +17.68%,+23.33° | [4]

RD=Indice de refraccién
d20=pensidad especifica

UD=Rotacién 6ptica

I1.2.6 Composicién Quimica del Aceite Esencial del romero

Actualmente, en la composicién quimica del aceite esencial del romero se han
detectado cerca de 200 constituyentes [1]. Dentro de estos los hay aliféticos,
monoterpenos: alcoholes, cetonas, éteres, ésteres y sesquiterpenos.

Compuestos alifaticos.

Los compuestos mas ligeros del aceite esencial del romero son los alifaticos
algunos de los cuales son el 2-3- methyl-butanal octanone-3, 3-octanol y l-octen-
3-ol; su contenido normalmente es bajo (0.1 %) [1].

Monoterpenos.

Han sido identificados diversos monoterpenos en el aceite del romero, estos
compuesfos juegan un papel importante en su calidad olfativa, su contenido
varia de 20 a 75% [1].
Monoterpenos aciclicos:
oy ¥ terpinene, p- cymene; biciclicos: o y § pinene, 3 carene, camphene.
Alcoholes. Aciclicos: linalool, geraniol; monociclicos: o-terpineol, terpinen-4-
ol; biciclicos: borneol.

Cetonas. Camphor; verbenone.

Esteres. Bornyl acetate. 48
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Eteres. 1,8 cineole, también conocido como eucalyptol, es usado como un
indicador en la clasificacion del aceite esencial del romero formandose dos
grupos principales: con alto contenido de 1,8 cineole (»40%} y con bajo
contenido de 1, 8 cineole (<40 %) [61].

Sesquiterpenos

Cerca de 30 sesquiterpenos han sido identificados en el aceite de romero, siendo
los compuestos caryophyllene oxide y humulene los mas abundantes [1]. El
contenido de los sesquiterpenos puede variar desde 2% hasta 8% [1].

1I1.27.Cualidades sensoriales del romero.

Las hojas del romero son fuertemente aromdticas (reminiscencia del camphor y
eucaliptol}, con sabor resinoso y ligeramente amargo [47,50]. El aroma del aceite
del romero es definido de la siguiente manera: presenta una nota alfta de hierba
fresca, de tenacidad limpia y una salida maderable-balsdmica seca [1]. Las notas
pueden ser una mezcla de compuestos o un solo compuesto que se combinan
con otras notas o compuestos para elaborar perfumes o esencias [130].

Boelens {1985) resume las propiedades olfativas que describen cualitativamente

el olor del aceite esencial del romero espafiol y sus posibles causas [1] (tabla 11).

Tabla 11. Descripcién cualitativa del aceite esencial del romero
Espaiiol*

Calidad del olor Posible causa
Nota alta
fresca, etérea alifaticos
dspera monoterpenos
frutal acetatos (ésteres)
Nota media
verde componentes residuales
fresco, menta, eucaliptol 1.8 cineole
coniferas bormneol
alcanforado camphor
hierba verbenone
Nota baja
aroma dulce sustancias bencenoides
sernejante al heno o- y B- thujone
maderoso-balsdmico sesquiterpenos

*Tomado de Boelens (1985) [1].
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[1.28 Propiedades Farmacoldgicas. Actividad antimicrobiana
del aceite esencial del romero.

El aceite esencial del romero presenta una amplia actividad farmacoldgica
[1,2,5,37,51,73,94,132,134,]. La actividad antimicrobiana del aceite esencial del
romero ha sido examinada con bacterias gram® (Staphylococcus aureus, 5.
albus), gram - (Escherichia coli,) y con hongos (Aspergillus niger, A. ochraceus,
Candida albicans y Fusarium culmorum), y se ha comprobado que tiene
actividad antibacteriana y antifiingica {53,86,87,88,131,132,133 Narashimha y
Nigam (1970), cit. in. 21].

Dentro de la aromaterapia, definida como el uso terapetitico de aceites volatiles
y fragancias para curar, mitigar o prevenir enfermedades mediante su
inhalacién [135], las propiedades del aceite esencial del romero son:
estimulante, refrescante, ténico cardiaco, ténico bronquial y se usa en la fatiga
muscular y mental, resfriados, mala circulacién y dolores de cabeza [118]. En la
medicina folk el aceite es usado como remedio contra la fatiga [73].

Las cetonas monoterpenoides son relevantes en la aromaterapia ayudan a
disminuir o aumentar el flujo mucoso y se usa en fdrmacos para problemas
respiratorios; los ésteres monoterpenoides tienen propiedades antifungicas y
sedantes; los alcoholes monoterpenoides son tonificantes y antisépticos; los
fenoles son los agentes antibacterianos mds fuertes [71]. Actualmente se
conocen los efectos de los monoterpenos y sesquiterpenos aislados. Algunos de
estos compuestos como el camphor, 1,8-cineocle, bornyl acetate, linalool,
borneol, myrcene, p-cymene presentan propiedades antibacterianas (tabla 12).
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Tabla 12. Propiedades medicinales y antimicrobianas de algunos
consfituyentes del Aceite esencial de R. officinalis L.

I  COMPUESTO ACTIVIDAD

1,8-CINEOLE. Anestésico*; Antibronguitico; Anticatarro; Antilaringitico;
Antifaringitico; Antiséptico; Antitusivo; Bactericida; Estimulante del
SNC; Colerético; Expectorante; Fungicida; Hepatotdnico; Hipotensivo,
Rubefaciente; Sedativo.

ALPHA-PINENE Antiinflamatorio; Preventivo-cancer.
BETA-PINENE Plaguicida.
BORNEOL Analgésico; Antiinflamatorio; Febrifugo; Hepatoprotector;

Espasmolitico, Bactericada

BORNYL-ACETATE Antiviral; Bactericida; Pesticida; Espasmolitico; Viricida.
CAMPHENE Pesticida; Espasmogénico.

CAMPHOR Abortifaciente; Analgésico;Anestésico; Antifibrositico; Antineurdlgico;
Antipruritico; Antiséptico; Bactericida; Estimulante del SNC;
Preventivo-cincer; Carminativo; Convulsivante; Emético; Expectorante;
Pesticida; Rubefaciente; Espasmolitico; Estimulante.
B-CARYOPHYLLENE | Antiedémico; Antiinflamatorio; Plaguicida; Espasmolitico.
CARYOPHYLLENE- { Antiedémico; Antiinflamatorio.

OXIDE

LIMONENE Anticancerigeno; Antiviral; Bactericida; Preventivo-cincer; Pesticida;
Sedativo; Epasmolitico; Viriada.

LINALCOL Antiséptico; Antiviral; Bactericida; Preventivo-cincer; Fungicida;
Pesticida; Sedativo; Espasmolitico; Promotor de tumores; Viricida.

MYRCENE Antimutagenico; Bactericida; Pesticida; Espasmolitico; Analgésico*

P-CYMENE Analgésico; Antireumaético; Antiviral; Bactericida; Fungicida;
Herbicida; Plaguicida; Viricida.

TERPINEN-4-OL Antialérgico; Antiasmatico; Antiséptico; Antitusigeno; Bacteriostatico;

Fungicida; Herbicida; Plaguicida; Espermicida

Informacién recabada del Dictionary of Natural Products on CD-Rom, 1998.
[104].

*Duke,1995. [71]

Algunas bacterias de interés en la salud piiblica,

En México, las enfermedades que con mayor frecuencia se atienden, segiin
estadisticas del IMSS, son las gastreintestinales, las cuales estdn asociadas con
algin tipo de infeccién bacteriana. Los padecimientos bacterianos destacan por
su frecuencia, gravedad y diversidad, algunos ejemplos son las numerosas
mtoxicaciones alimentarias relacionadas con la ingestién de toxinas liberadas
en los alimentos y en las férmulas ldcteas por especies como Staphylococcus
aureus o el caso de las enteritis y gastroenteritis debidas a diversos grupos de
Escherichin coli entre otras [113].

Staphylococcus aureus es un coco gram* que produce inflamaciones y
supuraciones en todos los drganos y tejidos del cuerpo, ocasionando desde
lesiones minimas localizadas, hasta infecciones generalizadas de evolucién
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muy aguda y crénica dando lugar a inflamacién, necrosis y formacién de
abscesos [109].

Escherichia coli es una bacteria gram-. Habitante normal del aparato intestinal
inferior. Las cepas patégenas llegan a producir infecciones en el conducto

urinario y diarreas [109].

Mycobacterium smegmatis es una bacteria dcido resistente, de rapido
crecumiento, habitante normal en el conducto genitourinario humano, y se le
encuentra presente en la mantequilla y el esmegma [109]. La importancia del
estudio de esta bacteria radica en su relacién con la bacteria de la tuberculosis

M. tubercilosis (Taboada, ]J. comn pers).
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METODO

En el diseio experimental se esquematiza la secuencia de actividades realizadas
para la oblencién, identificacion y prueba de la actividad antibacteriana de ios
aceites esenciales de los romeros "M" y "H".

Suministro de material botanico.

El material boténico se obtuvo en San Pablo Oztotepec, Milpa Alta, D.F. (supra
drea de estudio. mapa 1). Los ejemplares de herbario fueron depositados en ¢l
Herbario de la Universidad Autdnoma de México (MEXU) con nimero de
registro del 846428 al 846434 y en el Herbario Medicinal del Instituto Mexicano
de Seguro Social (IMSS5M} con nimero de registro del 12785 al 12794

En la primera colecta realizada a inicios de octubre de 1997, los romeros "M" y
“H" se encontraban en floracién y con 90 cm de altura promedio; la segunda
colecta se realizé a principios de octubre de 1998 y los arbustos también estaban
en floracidn, la tercera colecta se llevd a cabo a finales de noviembre del mismo
afio, la floracién habia disminuido notablemente y todos los individuos de las
poblaciones de romero "M" y "H" presentaban nuevo crecimiento propiciado
por los cortes de la segunda colecta. El material boténico se trabajd en fresco y en
seco, en la tabla 13 se especifican las colectas, la parte de la planta que se empled,
el periodo fenolégico de la planta, el método de extraccién y preparacién de la
muestra y el niimero de muestras realizadas para cada caso, siendo veinticuatro
muestras en total para ambos cultivares.

Tabla 13. Resnmen del niimero de colectas, parte de la planta
utilizada, periodo fenolégico y pumero de muestras.

Num [ Parte de la planta usada Num
de en la destilacion Periodo fenolégico Meétodo de extraccion de
colecta muestras
1* hojas y flores Floracién plena Arrastre de Vapor|l
octru7 | frescas Planta piloto.
2 hojas y flores Floracién plena Arrastre de Vapor|4

frescas laboratorio

hojas y f{lores secas | Floracion plena Arrastre de Vapor|l!
oct/98 .

laboratorio

hojas y flores secas | Floracidn plena headspace 1
32 hojas frescas Final de la floracién } Arrastre de Vapor|3
nov/9g laboratorio

hojas frescas Final de la floracién | headspace 2

Preparacién del material botdnico.

De los cultivares frescos de los romeros "M" y "H", se separaron manualmente
las hojas de los tallos. Los romeros frescos se pusieron a secar a temperatura
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ambiente y sin exposicién a la luz directa del sol, una vez secos, las hojas
también fueron separadas manualmente de los tallos.

I1.2. Extraceién de los aceites esenciales mediante arrastre
de vapor de agua,

El aceite esencial de los dos cultivares colectados en octubre de 1997, fue
obtenido por arrastre de vapor en la planta piloto de la Unidad de Desarrollo
Tecnolégico en el Instituto de Quimica, UNAM

Se utilizaron en la destilacién hojas frescas de romero "H" (3500g) y romero
"M" (2200g) y las condiciones fueron las siguientes:

Veloaidad de destilacién 5 32" por litro

Puracién de la destilacién 2 hrs. 35 min.

Temp Cte. 90 °C

Presién .2 kg/Cm?

Para el caso de la segunda y tercera colecta las extracciones se realizaron
instalando un equipo para arrastre de vapor (Fig. 7) formado por una olla de
presién Presto con capacidad de 1.5 Kg (A), un matraz de Erlenmeyer de 1 litro
{B) 2 refrigerantes de destilacién Liebig-West (C)} una estufa eléctrica
Thermolyne (D), una cola de destilacién (E), una trampa graduada (F), un
mechero Fisher (H), un gato hidraulico (I}, 5 mangueras (J, J1-4), un recipiente
de peltre para bafio maria (K), 3 soportes universales (L).

Se inyecté vapor al sistemna por medio de la olla de presin que estaba conectada
por medio de una manguera (J} a uno de los orificios del tapén del matraz que
contenia la planta, este matraz estaba sumergido en bafio maria para evitar la
condensacién del vapor de agua {K}. El flujo de vapor salia a través de un tubo
de vidrio (M) que estaba conectado a los refrigerantes. Una vez condensado el
vapor de agua, el liquido descendia hacia la cola de destilacién y a la trampa, la
trampa cuenta con un dispositivo de recirculacién del agua que ha sido
destilada hacia el matraz de destilacién, esto permitié la separacién del aceite y
del agua por diferencia de densidades. Se cuantificé el aceite obtenido y se
midi6 la velocidad de destilacién. Cuando no se dispuso de la trampa, en su
lugar se coloc6 una bureta graduada sin que esto modificara el proceso, pues era
posible regular la salida del flujo de agua destilada.

Optimizacién. Ensayos preliminares

Al inicio se realizaron ensayos preliminares para obtener las condiciones
Sptimas de extraccién de aceites esenciales de los dos cultivares. Se comenz6
con 45¢ de planta fresca contenida en un matraz de Erlenmeyer de 250 ml.
Obteniendose 0.1 ml de aceite esencial. La destilacién era suspendida a ratos
porque la presién de vapor botaba el tapon del matraz que contenia la planta. Se
cambié el matraz de 250ml por uno con capacidad de 1 litro, esto permitié usar
mayor cantidad de planta y a su vez un mayor espacio que facilitaba el flujo del
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vapor evitando la expulsion del tapén. También se probd con un condensador
de Graham, el inconveniente de su uso fue que la mayor parte del aceite
esencial quedaba adherido en el serpentin del refrigerante, por lo que se
utilizaron 2 refrigerantes de destilacién Liebig-West ya que uno solo no era
suficiente para llevar a cabo la condensacién, ademas se colocaron encima de
éstos bolsa con hielo para hacer més eficiente el enfriamiento.

Condiciones del Arrastre de Vapor.

Una vez establecido el equipo definitivo para el arrastre de vapor, se hicieron
pruebas en los tiempos y la velocidad de destilacién. Encontrando 6ptima la
duracién de destilacién de 32 min. y una velocidad de destilacién de 50ml/5
min a una temperatura constante de 92 °C.

Se destilaron cargas de 200 g de hojas y flores frescas y secas en floracién y hojas
frescas final de la floracién.

Los aceites esenciales obtenidos fueron almacenados en pequefios frascos que se
depositaban en un recipienie oscuro y puestos en refrigeracién hasta el
momento de su andlisis.

Termomelro

Salida

Fig.7. Equipo empleado para la extraccién de los aceites esenciales de

los cultivares "M" y "H"de R. officinalis L.
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II.4 . Anilisis de aceites esenciales por headspace.

Se utilizé el método de headspace dindmico ya descrito anteriormente (supra
11.3.). Con este método fue estudiada la cuarta colecta, en el Laboratorio de
Investigacion Analitica de la Empresa Essencefleur de México S.A. de C.V. con
un equipo Hewlett Packard Modelo G1800A. La muestra fue obtenida con 5 g de
material botdnico fresco y seco. El equipo y las condiciones operativas se
especifican mds adelante.

I1.5. Analisis por Cromatografia de Gases/Espectrometria de
masas.

La identificacién de los componentes del aceite esencial y de la muestra
obtenida con headspace fue realizado en un cromatégrafo de gases acoplado a
un espectrometro de masas. Los espectros de masas fueron comparados con los
espectros de los estdndares, y reconocidos por la biblioteca de compuestos del
equipo utilizado. La dilucién de las muestras obtenidas por arrastre de vapor se
realizé6 al 8% con acetona. A confinuacién se presentan las condiciones
operativas del proceso.
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Equipo Utilizado:
GCD System
Hewlett Packard
Modelo G1800A

Condiciones cromatograficas:

Columna: Capilar 30 Mts. 0.25 mm, Inowax (Cw20 m).
(Gas acarreador: Helio Ultra Alta Pureza.
Flujo: 1.0 ml/min
Inyector: (modo automéitico) 250 °C Split 1:150.
Programa: 70-225 °C
Rango: 5 °C/min
Tiempo final: 20 min

bBetector: Etectro-ionizacion (Espectrometria de masa).

Rango de masas: 30-425 m/z
Solvent Delay: 2.50 min.
Temp. Det.: 180 °C
Vacto: 33m Torr

Parametros de Integracion.
M.N.P.: 250
P.L.: Local
Threshold: 0.200
Linea base: 5
Area M.P.: 0.1

Con estas condiciones, se obtuvieron cromatogramas con un nivel de
integracién de .1% del aceite esencial de los romeros "M" y "H", se compararon
las diferencias de concentraciones de cada compuesto identificado de las 24
muestras y se obtuvieron los espectros de masa de los componentes del aceite
esencial.

En las muestras de aceites extraidas de la primera colecta de ambos cultivares,
fue necesario modificar la temperatura inicial a 90 °C y con un incremento de

3.5 °C por minuto para separar los compuestos 1,8 cineole y B-phellandrene.
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[i.6 . Constituyentes quimicos. Analisis estadistico de los
componentes del aceite esencial de los cultivares de romero

“"M" y romero "H'".

Se construyé una matriz basica de datos con los resultados obtenidos de los
porcentajes de concentracién de los compuestos identificados con las muestras
obtenidas de la 2* y 3 colectas (ver anexo "Componcntes identificados y su
abundancia (% del total) en los aceites esenciales de los romeros "M" y "H", 2* y
3* eolectas”). Tomando come base la apreciacién de la gente que dice que el
romero "M" tiene "olor mds fuerte” que el romero "H", se aplicé un andlisis de
varianza para probar si hay diferencias significativas entre el aroma de los dos
romeros, el cual estd relacionado con los constituyentes quimicos de sus aceites
esenciales, principalmente el 1,8 cineole y camphor, y la concentracién de cada
uno de estos compuestos [1]. También se aplicé una prueba de Tukey para
determinar los compuestos con diferencias significativas entre el aceite esencial
del romero "M" y el romero "H", su variacién con los diferentes métodos:
arrastre de vapor (laboratorio) y headspace (3" colecta), fenolégicamente y con
material fresco y seco. Todas las pruebas fueron efectuadas al 95% de confianza.

11.7 . Descripcion de las propiedades organolépticas de los
aceites esenciales.

Los parametros evaluados fueron el color y el olor {la primera impresién
percibida). La descripcién del color fue efectuada por la que escribe este trabajo.
El olor fue caracterizado por perfumistas, biélogos, trabajadores de diversos
ramos, agricultores y comerciantes.

11.8 . Anaélisis fisicoguimicos de los aceites esenciales.

Determinaciéon de la densidad especifica.

Para determinar la densidad de los aceites esenciales de los romeros "M" y "H",
de la 1% y 2° colectas se utilizé el método descrito por Shriner, Fuson y Curtin
(1982) , el cual permite medir la densidad con pequefias cantidades de aceite [29].

Determinacion del indice de refraccion.

El indice de refraccién se determind en las 18 muestras extraidas por el método
de arrastre de vapor, a 20 °C con un refractémetro marca ATAGO CO.,, LTD.
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Determinacién de la rofacién dptica.

La determinacién de la rotacién dptica se llevo a cabo sélo en los aceites
extraidos de la primera colecta, debido a que en las colectas 2 y 3 se obtuvo entre
9y 1 mi de aceite esencial y minimamente se necesitan 5 ml para realizar esta
prueba, con un polarimetro Jasco DIP-360. Linea D sodio (589), sin disolvente,
con una longitud de celda de 1 dm, un tiempo de integracién de 30 s y una
abertura de 3. Dicha prueba fue repetida dos veces.

IT.9. Actividad antibacteriana.

Se compararon los halos de inhibicién de los aceites esenciales de los cultivares
de romero "M" y "H". Se utiliz6 el método de disco Bauer et al. (1966) cit. in.
[49], para probar la actividad antibidtica de los aceites esenciales Los organismos
utilizados en estas pruebas fueron Escherichia coli ATCC 10536, Staphylococcus
aureus ATCC 25922 y Mycobacterium smegmatis ATCC. Se preparé un medio
para antibiéticos num. 1 de Grove y Randall de Bioxon, para las pruebas con
bacterias gram* y gram™. Se mezclé 30.5 g de polvo deshidratado por litro de
agua destilada. Se calent6 a ebullicién agitando frecuentemente y se esterilizo
en autoclave a 120 °C y 15 Ib de presion durante 15 min. Para las pruebas con
M. smegmatis se usé el medio Bacto Mycobacteria 7H11 Agar deshidratado
Difco. Se agregd 30.5 g de agar en 1 litro de agua destilada durante 10 min. Se
calenté en ebullicion y se esterilizé en la mismas condiciones del medio
anterior. Las cajas de petri se llenaron con 7 ml de medio; una vez que este
solidifico, las bacterias fueron sembradas. Pannizi ef al. {1993) determinaron que
el MIC (Minima concentracion inhibitoria) del aceite esencial del romero para

Staphylococcus aureus era de 20 ug/ml y para Escherichin coli era de 40 pug/ml
[88]. Estas concentraciones se tomaron en cuenta para aplicar ia cantidad de
aceite en los discos de papel absorbente Whatman del num. 2 de 5 mm de
diametro; para el caso de M. smegmatis se probd una concentracién de 20

ng/ml. Se colocd un solo disco en el centro de cada caja de petri y se hicieron 5
repeticiones por cepa. Las caja petri con microorganismos y discos fueron
incubados por 24 hrs, 48 hrs y 72 hrs a 27 °C. El didmetro del halo de inhibicién
-zona libre de microorganismos- fue medido con un vernier. Las pruebas se
realizaron con los aceites esenciales extraidos por arrastre de vapor en los afios
de 1997 (1° colecta) y 1998 (2° colecta).

Anilisis estadistico de los halos de inhibicién de las pruebas
anibacterianas con aceites esenciales de los romeros "M"™ y "H".

Se aplicé un andlisis de varianza para determinar si hay diferencias
significativas de los halos de inhibicién de las pruebas antibacterianas
realizadas con los aceites esenciales de los romeros "M" y "I". Se aplicé la
prueba deTukey para determinar diferencias entre las medias de los

tratamientos. Todas las pruebas fueron efectuadas al 95% de confianza.
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RESULTADOS

1110, Rendimiento, color y descripcién organoléptica

El aceite esencial de Jos romeros "M" y "H" de la primera colecta se obtuvo en
dos partes; en el romero "M" se extrajo a los 30 minutos de destilaciéon 1 mi del
aceite esencial de color amarillo palido y de los 36 minutos hasta completar 155
minutos de tiempo de deshilacién, 7 ml de aceite esencial incoloro. En el
romero "H", a los 33 minutos se obtuvieron 2.3 ml de aceite esencial incoloro y
de los 37 minutos hasta completar los 155° de tiempo de destilacién, 10.2 ml de
acette esencial de color amarillo pélido. La cantidad total del aceite esencial
obtenido de la primera colecta fue de 12.5 ml de romero "H" y 8 ml de romero
“M", lo que representa el 1% de rendimiento.

De la segunda y tercera colecta, se extrajo entre .9 ml y 1 ml de aceite esencial
por muestra lo que representa el 1.5 % de rendimiento. El aceite esencial de
ambos romeros fue incoloro.

El aceite esencial de log romeros "M" y "H" fueron evaluados por 20 personas
en total. Cabe mencionar que 2 de los participantes tenian catarro. Resumo en
la tabla 14 la percepcién de los participantes, quienes en algunos casos
coincidiercen en su apreciacién.

Tabla 14. Percepciéon olfativa del aceite esencial de los romeros"M" y

"H* de una muestra de 20 personas

ROMERO "M"

ROMERO "H"

Olor mds fresco, mas impactante, mas
directo, llega de primera entrada.

Olor mas rebuscado, se necesita olerlo
para obtener su aroma.

Olor mas fuerte mas a madera

Olor mas débil

Olor mas definido, mds alcanforado-
eucaliptado, tiene menos mezcla.

Olor menos definido, mds mezclado,
varios componentes, ot y p pineno,
verde, alcanfor y con una amplia
gama de tonos.

Olor mas fuerte, mas concentrado,
asociado con el pescado

Olor mas suave, mas diluido

Olor picante, més penetrante

Olor a 1glesia, a bosque de pino, mis
sostenido

Olor mas penetrante

Olor menos penetrante

Olor amargo

Olor dulce

Olor a romero

Olor a miel

Olor a romero

Olor a perfume

Olor a romero

Olor a romero

Olor a eucalipto

Olor a romero

Olor mas fuerte, més concentrado

Olor mas débil, menos concentrado

Olor a eucalipto

Olor a incienso

Olor a pirul, més determinante.

Olor a perfume, Hene un olor que se
disipa como agua
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I1.11. Propiedades Fisicoquimicas.

La densidad de los aceites esenciales de los romeros "M" y "H" es baja y vario
igual en ambas muestras de 0.8900 a 0.9000, este ultimo dato se registré para las
muestras de la 17 colecta. La rotacion optica de los aceites abtenidos de la 1°
colecta fue diferente: el aceite del romerc "H" tiene una rotacion dptica baja y el
del romero "M" una rotacién dptlica alta y variable, comenzd en 14.999 y siguid
aumentando con el tiempo hasta retirar la muestra del aparato. El Indice de
refraccion de los aceites también presenté variacién, en el romero "M"en la
primera colecta fue de 1.4719 y en romero "H" fue de 1.4761; en la segunda y
tercera colectas en el romero "M" varié de 1.4719 a 1.4741 y en el romero "H" de

1.4736 a 1.4762 (tabla 15).

Tabla 15. Propiedades Fisicoguimicas del aceite esencial de los
romeros "M" y "H".
Cultivar Indice de Densidad (dag) Rotacidn Sptica
refraccion ( np) (o)
Romero "M" 1.4719-1.4741 0.8900-0.9000 14.999-15
Romero "H" 1.4736-1.4762 0.8900-0.9000 -3.155

I1.12. Composicién quimica y concentraciéon de los aceites
esenciales de los romeros "M" y "H". Andlisis por (CG/MS).

En las tablas 16, 17 y 18 se muestran los veinticuatro compuestos que fueron
identificados en los aceites esenciales de los cultivares de romero "M" y "H" en
la 1%, 2° y 3" colectas por medio de cromatografia de gases/espectrometria de
masas y su respectiva concentracién expresada como porcentaje. En el anexo se
muestran los cromatogramas del aceite esencial de los romeros "M" y "H"con
la técnica de headspace vy arrastre de vapor (Laboratorio y Planta piloto); los
espectros de masas de los compuestos de los aceites esenciales identificados y no
identificados, el tiempo de retencién, la estructura de los compuestos
identificados y la curva de separacién de los componentes 1,8-cinecle y

f-phellandreno de las muestras de aceites extraidas de la primera colecta de
ambos cultivares modificando la temperatura inicial a 90 °C y con un
incremento de 3.5 °C por minuto.
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del fotal) en

Tabla 16. Componentes identificados y su abundancia (%
los aceites esenciales de los romeros "M" v "H" durante lIa floracién,
Compuesio R."M" R."H" R."M" R."H"

1* colecta 1* colecta 2* colecta 2% colecta
Color Amarillo | Incoloro | Incoloro | Amarillo | Incoloro Incoloro
tr}rc{clene 0.1} 0.19 0.26 0.23 0.12 -0.19 0.19 - 0.28
a-pinene 7.28 10.50 | 10.29 | 9.58 7.52 - 11.08 10.32 - 11.70
camphene 4. 47 5.69 6.68 6.54 465-582 6.29 - 7.41
B-pinene 6.35 6.66 6.14 6.54 477 - 5.83 378 -541
sabinene 1.17 0.15 0.i9 0.19 0.09-0.13 0.08-0.13
Adcarene 0.09 0.09 0.03 0.04 0.08 -0.11 0.04 - 0.05
myrcene 3.79 3.44 11.49 { 11.79 243 - 3.08 11.71 - 12.99
¢-phellandrene 3.88 7.06 341 3.56 5.64 - 6.19 3.01 -3.33
u-terpmene 0.59 1.04 0.62 0.73 1.18 - 1.36 0.90 - 1.01
limonene 5.14 6.11 4.14 4.34 5.46 - 6.14 423 -497
1.8-cincole 11.44%| 23.3* | 10.6* | 8.84* 19.86 - 20.30 15.20 - 17.63
cis-b-ocimene 1.09 1.04 3.46 3.39 0.69 - 0.88 1.25 - 2.09
y-terpinene 1.94 2.19 1.63 1.35 1.86 - 2.35 1.19 - 1.31
p-cymene 3.41 1.97 0.55 | 0.70 2.89 - 3.65 179 - 2.41
terpinolene 0.63 0.61 0.66 0.79 .52 -0.64 0.51 - 0.59
camphor 9.01 2129 1 11,17 ] 6.92 | 21.81-2639 1746 - 21.2
bomyl acetate 10.89 | 1.38 6.64 | 7.94 146 -2.93 2.19 - 3.72
B-cariophyllene 17.46 1.92 13.96 | 16.91 1.46 - 3.20 3.28 - 4.93
terpinen-4-ol - (.40 0.62 - 0.91 0.04 - 0.68
o-hurnulene - 0.06 2.95 3.65 0.10-0.24 0.67 - 0.94
u-terpineol 0.16 0.41 0.34 0.19 0.67 - 0.84 0.85-1.28
borneol 0.57 1.04 0.33 0.17 2.08 -3.02 1.66 - 2.08
verbenone 0.04 0.26 - 0.20 - 0.32 0.05-0.17
caryophyllene 7.76 - 3.04 | 431 0.49 - 0.57 0.43 - 0.97
oxide
NI 1.21 1.45 1 0.89 1.63 i.37

NI. % de compuestos no identificados
*1,8-cineole+f3-phellandrene




Tabla 17. Componentes identificados y su abundancia (% del total) en
los aceites esenciales de los romeros "M" y "H" al final de la floracién
(3" colecta) vy con_material seco de la 2° colecta

Compuesto R."M" R."H" R."M" Seco R."H" Seco
3? colecta 3* colecta 2* colecta 2* colecta
Color Incoloro Incoloro Incoloro Incoloro
wryeickene 0.03- 019 0.28 - 0.32 0.20 0.34
a-pinene 919 - 10.7 11.22 - 12.97 11.66 14.431
camphene 5.44 - 594 7.38 - 7.86 6.00 8.35
b-pinene 6.00 - 7.36 447 -7.66 4.76 3.53
sabinene 0.12-0.19 0.08-0.26 0.08 0.05
D3carene 0.08 - 0.09 0.04 0.11 0.04
myrcene 2.73-3.03 10.14 - 11.91 3.00 12.53
u-phellandrene 5.54 -7.51 3.00-377 6.72 3.50
g-terpinene 091 - 1.40 0.57-1.03 1.78 1.27
limonene 544 - 6.22 379 -5.18 6.53 5.17
1,8-cineole 19.25-203 11.3 - 16.57 19.97 16.12
cis-b-ocimene 093-1.06 2.20 -3.35 0.71 2.26
y-terpinene 2.16 - 2.89 1.13-1.75 2.02 1.26
p-cymene 1.6 -4.18 0.21-2.59 3,75 2.14
terpiolene 0.56 - 6.74 0.50 - (.66 0.62 0.54
camphor 16.9 - 21.02 8.72 - 14.56 20.04 14.36
bomyl acetate 2.59 - 5.05 271-798 1.77 2.41
B-cariophyllene 3.12 - 4.49 638-136 3.59 6.22
terpinen-4-ol 0.37 - 0.67 0.36 (.58 0.32
a-humulene 0.20-0.35 135-2.48 0.24 1.39
o-terpineol 0.43 - 0.51 0.53-0.63 0.46 0.49
bomeol 0.88-224 0.18-1.27 1.77 1.06
verbenone 0.15-0.17 - .19 -
caryophylltene 0.88 - 1.42 1.06 - 2.94 0.40
oxide
NI 1.66 1.19 1.96 .84

NI. % de compuestos no identificados
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Tabla 18. Componentes identificados y su abundancia (% del total) en
los aceites esenciales de los romeros "M" y "H" obtenidos con el
método headspace.
Compuesto R."M* R."H" R."M" R."H"
headspace headspace headspace headspace
Seco seco fresco fresco
tryciclene 0.58 0.83 0.61 - 0.64 0,93-1
u-pinene 21.47 234 15.49 - 16.88 16.56 - 18.85
camphene 11.27 14.4 10.74 - 11.33 13.34 - 13.69
B-pinene 7.06 5.04 9.52 - 1328 11.77 - 11.84
sabinene - - 0.19-0.41 0.21-0.36
A3carene 0.16 0.08 0.15-0.17 0.04 - 0.08
myrcene 4.26 16.1 4.48 - 4.88 1495 - 17.6
o-phellandrene 8.48 3.74 8.05 - 8.97 5.17-541
-terpinenc 2.23 1.42 1.31 - 1.9 0.06 - 0.87
limonene 6.12 5.18 6.06 - 6.82 4.44
i.8-cineole 18.32 13.8 18.15 - 18.64 13.15 - 14.29
cis-b-ocimene 0.82 2.56 0.5-1.81 2.37-33
y-terpinene 1.74 1.17 1.87 - 3.01 1.37 - 1.7
p-cymene 3.69 1.82 1.61 - 3.44 0.25-0.34
terpinolene 042 0.38 0.47 - 0.61 0.5-0.55
camphor 8.40 6.32 7.86 - 7.99 5.06 - 5.56
borny! acetate 0.27 0.44 0.18 - 0.69 0.86 -1.12
B-cariophyllene 0.38 0.61 0.59 - 0.63 1.3-141
terpinen-4-ol 0.11 0.07 0.13-0.14 0.08 - 0.1
o terpineol - 0.09 0.08 0.12
bomeol 0.35 0.2 0.22 - 0.28 0.1
verbenone 0.07 - 0.09 - 0.1 0.09
NI 1.64 1.24 2.51 2.23

NI. % de compuestos no identificados
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II.'13 Analisis, extraccién por arrastre de vapor.

Los aceiles esenciales de los cultivares "M" y "H" presentaron diferencias
cuantitativas pero no cualitativas en su composicion (Tablas 16 y 17). De
acuerdo con el analisis de varianza realizado con los datos presentados en el
anexo (Componentes identificados y su abundancia (% del total) en los aceites
esenciales de los romeros "M® y "H", 2* y 3* colectas) mostré diferencias
significativas en el aceite esencial de los romeros "H" vy "M" (p<0.05). La
aplicacién de las pruebas de Tukey permitieron reconocer estas diferencias que
a continuacion se presentan. También los resultados de la primera colecta serdn
comentados.

Compuestos mayoritarios.

Los compuestos mayoritarios obtenidos de la primera colecta procesada en la
planta piloto para los aceites de ambos cultivares fueron.

1,8-cineole/camphor/f3-cartophyllene/o-pinene
El cultivar "H" ademds de éstos present6 una alta concentracién de myrcene.

Los principales constituyentes del aceite esencial de las muestras de la 2% y 3°
colectas de ambos cultivares fueron:

1,8-cineole /camphor / a-pinene.
El cultivar "H" ademas de estos presenté una alta concentracién de myrcene
(Grifica 3).

Griafica 3 Constituyentes mayoritarios del aceite esencial de los
cultivares romeres "M" y "H'". Método Arrastre de Vapor *.

25 T

20+

161 ROMERO "H"

£J ROMERO "M"

% de concentracién

o- pinene 1,8- camphor myrcene
cineole

* Valores promediados de todas las muestras analizadas (2° y 3" colectas,  tablas 10 y 11).
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El u-pinene no presenté diferencias significativas (p<0.05) en su concentracién
entre los aceites esenciales de ambos cultivares, ni varié significativamente en
las muestras extraidas en plena floracién y al final de la floracion, ni con
muestras de material seco y fresco (colectas 1,2 y 3) (romero "M": 7282 11.08 % y
romero “H" de 9.58 a 12.97 %). En la primera colecta la concentracién de este
compuesto entra dentro del rango de variacién mencionado.

El 1,8-cinecle en todas las muestras (floracién, final de la floracion, con materiai
seco y fresco), presenté una mayor concentracién en el aceite del romero "M"
(19.25 a 20.3 %) y fue significativamente mayor (p<0.05) que el porcentaje
presente en el aceite del romero "H" (11.3 a 17.63 %). El aceite esencial de ambos
cultivares entran en la categoria de aceites con bajo contenido de 1,8-cineole
(<40%). En la 1* colecta la concentracién de este compuesto obtenido del
romero "M", presenté una amplia variacion en el aceite amarillo (11.44%) con
respecto al aceite incoloro (23.3 %) . Mientras que en los dos aceites {amarillo e
incoloro) del Romero "H" fue baja la variacién (8.84 a 10.6%)

El camphor también presentd en todas las muestras (floracidn, final de la
floracién, con material seco y fresco), una mayor concentracién (p<0.05) en el
aceite esencial del romero "M" con respecto al del romero "H". Sin embargo
presenté una amplia variacién entre muestras en ambos romeros. El aceite
extraido de la 2* colecta (plena -floracién, fresca o seca) tuvo mayor
concentracion ("M": 21.29 a 26.39 %; H:17.46 a 21.2 % ) que al final de la
floracién, 3* colecta ("M™ 16.9 a 21.02 %; "H" 8.72 a 14.56 %). La amplia
variacién también se da en las muestras de la 1* colecta (M: aceite amarillo
(9.01%), aceite incoloro (21.29); "H" aceites amarillo 6.92%, aceite incoloro
11.17%).

El compuesto distintivo del aceite esencial del romero "H" es el myrcene. Este
componente tiene alta diferencia significativa {(p<0.05). En todas las muestras su
porcentaje fue significativamente mayor que el presente en el romero "M". Esta
tendencia también se observa en las muestras de la 17 colecta. Ademas se
mantuvo con baja variacién entre mueslras (floracidn, final de la floracion, con
material seco y fresco) ("H™ 10.14%-12.99%). En el romero "M" este compuesto
estd por debajo de 4%.

" Compuestos con poca variacién entre muestras de arrastre de
vapor.

Los compuestos, a-pinene, camphene ("M": 4.65 a 6; "H": 6.54 a 8.35), B-pinene
("M": 4.76 a 7.36%; "H": 3.78 a 7.66%), myrcene, o-phellandrene ("M™ 5.54 a
7.75%; “H": 3.01 a 3.77%), o~terpinene ("M": 0.59 a 1.78%; "H™: 0.57 a 1.27 %)},
limonene ("M": 545 a 6.82 %; “II": 3.79 a 5.18 %), 1,8 cineole, cis - ocimene

{("M™ 0.71 a 1.6 %; "H" 1.25 a 3.35 %), , y-terpinene ("M™: 1.86 a 2.89%; "H: 1.13 a
1.75 %), p-cymene ("M" 1.6 a 4.18%;"H" 0.21 a 2.59%), no presentaron
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diferencias significativas (p>0.05) entre muestras extraidas en plena floracién, al
final de la floracién y con matenial seco y fresco en los aceites de ambos
romeros,

Esta tendencia se observa en las muestras de la 1* colecta para los mismos
compuestos.

El caryophyllene oxide no presentd diferencias significativas (p>0.05) entre la 2°
y 3" colectas ("M™ 049 a 1.42%; "H": 0.43 a 0.97%), sin embargo, en la 1% colecta
¢l porcentaje de concentracién es mayor al 3% ("M™: 7.06; "H" 3.04 a 4.31).

Los compuestos tryciclene, A-3-carene, sabinene, terpinolene, a~humulene,

terpinen-4-ol, o-terpineol y verbenone, se obtuvieron por debajo del 1% en los
aceites de ambos romeros y también presentaron una baja variabilidad entre
muesiras. Esta tendencia se observa en las muestras de la 17 colecta para los

mismos compuestos a excepciSn de sabinene y a~humulene que rebasaron el
1% en el aceite del romero "M" y en el romero "H" respectivamente.

Compuestos con amplia variacién entre muestras de arrastre
de vapor.

Los compuestos, bornyl acetate, camphor B-caryophyllene, borneol presentaron
diferencias significativas (p<0.05) entre muestras extrafdas por arrastre de
vapor.

La variacién del compuesto p-caryophyllene presenta diferencias significativas
(p<0.05) entre muestras extraidas en plena floracién y al final de la floracién
solo en el romero "H"(3.28 a 13.6%), incrementa su concentracién al final de la
floracién. En el romero "M" es menos variable (1.46 a 4.49%). No hay diferencia
significativa (p>0.05) entre una muestra extraida con materiales fresco y seco.
Con la extraccién realizada en la 1° colecta, este compuesto es uno de los
mayoritarios en la composicién del aceite esencial de los dos romeros.

Respecto al bornyl acetate, en la primera colecta presenté una mayor
variabilidad en el romero "M" {1.58, 10.59) que en el romero "H" (6.64, 7.94).
Durante la floracién y con material seco, la variabilidad en el romero "M" (146
a 2.93) y en el romerc "H" (2.19 a 3.72) se mantiene. Al final de la floracion la
variabilidad se incrementa en el porcentaje de ambos romeros: "M" (2.59 a 5.05)
"H" (2.71 a 7.98).

Finalmente, el borneol present diferencia significativa (p<0.05) enire muestras
extraidas en plena floracion y al final de la floracién ("M" 0.88 a 3.02%; "H"0.28
a 2.08 %), pero no entre muestras de materiales fresco y seco (p>0.05).



.. » Compuestos con alta diferencia significativa en el porcentaje
de conceniracién entre romero "M" 'y romero "H" en todas las
muesiras de arrastre de vapor y headspace.

Los compuestos que presentaron alta diferencia significativa (p<0.05) en el
porcentaje de concentracién y mayor abundancia entre los romeros "M" y "H"

fueron:

Romero "H™tryciclene, camphene, myrcene, Cis f3- ocimene, B-caryophyllene,
Romero "M": a-phellandrene, w—terpinene, 1,8 cineole, camphor, limonene
{Grafica 4).

Grifica 4. Constituyentes quimicos del aceite esencial de los romeros
"M" ¥ "H" con alta diferencia significativa

20
18
16
14
12
10

Romere “H"

] Romero "M"

% de concentracién

o N b o

tryciclene
camphene
myrcene
a-phellandrene
a-terpinene
limenene
I.8-cineole
crs-b-ocimene
camphor
b-cariophyllenc

* Valores promediados de todas las muestras analizadas de Arrastre de Vapor y headspace (2% y
3* colectas, tablas 10 y 11).
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[1.14. Andlisis headspace.

Compuestos mayoritarios.

Con el método headspace los constituyentes principales de ambos romeros
fueron:
a-pinene/camphene/ ﬁ-pinene/l,&cineole (Grafica 5).

Los compuestos ¢-pinene y 1,8-cineole también resultaron los constituyentes
mayoritarios al analizar el aceite obtenido por arrastre de vapor {supra Gréficas
3 y 4). Sin embargo, el camphene y p-pinene no fueron constituyentes
mayoritarios en el aceite obtenido por el método anterior.

El myrcene al igual que en el método de arrastre de vapor es el elemento
distintivo del romero "H", en el aceite esencial del romero "M" este compuesto

esta por debajo de 5%.

Grifica 5 Conmstituyentes mayoritarios del aceite esencial de los
cultivares romero "M" y romero "H". Método "headspace™.*
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* Valores promediados de todas las muestras analizadas headspace (27 y 3" colectas, tabla 12).

Compuestos que aumentaron Su porcentaje de concentracién
con respecto al método de arrasire de vapor.

Con el método headspace el porcentaje de concentracién de los compuestos
tryciciene, a-pinene, camphene, B-pinene, y-terpinene aumento
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significativamente (p<0.05) con respecto a los porcentajes obtenidos con el
método de arrastre de vapor para estos mismos compuestos.

Compuestos que disminuyeron su porcentaje de
concentracién con respecto al método de arrastre de vapor.

Con el método headspace el porcentaje de concentracion de los compuestos
camphor "M" (5.06 a 7.96) "H" (7.96 a 8.40), borny} acetate "M" (.18 a .69)"H" (.86
a 1.12), - humulene, disminuyeron significativamente (p<0.05) con respecto a
los porcentajes obterudos con el método de arrastre de vapor para estos mismos
compuestos.

Con el método headspace el caryophyllene oxide no fue registrado en ninguno
de los aceites esenciales de los romeros "M" y "H".

I1.15 Descripcién cuantitativa por clases quimicas de
compuestos,

Dividiendo por clases quimicas los compuestos identificados tenemos:
Monoterpenos:

myrcene, limonene, 0.y Y terpinene, p-cymene, .y f pinene, A-3-carene,
camphene, tryciclene, sabinene, ¢ phellandrene, cis b ocimene, terpinolene
Alcoholes:

u-terpineol, terpinen 4 ol, borneol
Cetonas:

camphor, verbenone

Eteres:

1,8 cineole

Esteres:

bornyl acetate

Sesquiterpenos:

cayophyllene, o-humulene, caryophyllene oxide.

Haciendo una comparacién por clases de compuestos en cada tipo de romero,
podemos describir las tendencias de cada clase en ambos romeros y corroborar
globalmente las variaciones encontradas para cada compuesto, sin afirmar si
son iguales o diferentes, hipétesis que fue probada con el andlisis de varianza.
En ia tabla 19 se presenta un resumen por tipo de compuestos para cada uno de
los métodos aplicados: arrastre de vapor en laboratorio {AVL), arrasire de vapor
en planta piloto (AVPP), técnica headspace (HSP).
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Tabla 19. Analisis cuantitativo de los aceites esenciales por clases

quimicas de compuestos®

AVL AVFP HSP

HT ] "™M* | "H" M "H" M

monoterpenos | 50.1 | 448 | 49 141.34 75.5 § 68.6
alcoholes 2.6 38 | 3.13 | 477 [ 0.55 2
cetonas 62| 22 |1963[26.71] 54 |8.07

éleres 15 20 | 15.2]20.30¢ 14 i8
ésleres 4 3 | 2414149 | 0.4
Sesquiterpenos| 9.3 | 4.1 | 6.11 216 | 1.4 [ 0.6l
Total 973 | 97.7 | 95.5 [96.77] 97.8 | 97.7

NI 171 23} 45 [323] 22 123

“Promedio del total de muestras para cada método.

Arrastre de vapor en laboratorio (AVL), arrastre de vapor en planta piloto (AVPP), técnica
headspace (HSP).

NI. no ideniificado

Como podemos observar, los monoterpenos se incrementaron en los dos tipos
de romeros en més de un 15% con el método de hesdspace a diferencia de
alcoholes, cetonas, ésteres y sesquiterpenos los cuales disminuyeron en mas del
2%, mientras que los éteres se mantienen sin mucha variacién. Los
monoterpenos, ésteres y sesquiterpenos son mas abundantes en el aceite del
romero "H", por su parie los alcoholes, cetonas y éteres son mas abundantes en
el aceite del romero "M".

Comparando las muestras extraidas durante y al final de la floracion y con
materiales seco y fresco, usando las clases quimicas de los compuestos,
encontramos que los monoterpenos, ésteres y sesquiterpenos se incrementaron
en mas del 2% al final de la floracién. Los alcoholes y cetonas disminuyeron en
mas de 1%. Los éteres no variaron en més de 0.9% (tabla 20).

Tabla 20. Andlisis cuantitativo de los aceites esenciales por clases
quimicas _de__compuestos, durante y _al final de la floracién®

AVPF |AVPE [AVEF [AVFF |

HT "M |["H" "M’
monoterpencs | 493, 42.8 SL3[ 47.4
alcoholes 341 399 149 2.29
cetonas 19.2] 24.1] 12,2 19.1
éteres 16.2] 20.1f 154 19.6
ésteres 2.83 2.08 5.57 4.17
Sesquiterpenos|  5.97  3.25] 13.7 5.37
Total 96.9] 96.3] 98.6 98
NI 3.05] 3.73 1.45 2

Promedio del total de muestras de Arrastre de vapor laboratorio. (% del total}.
Arrastre de vapor laboratorio durante la floracién {AVPF), Arrastre de vapor laboratorio final
de floracion (AVFF),
NI. no identificado
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Para muestras extraidas con arrastre de vapor, los monoterpenos aumentaron
con muestras secas en mas de un 5%; los alcoholes disminuyeron con muestras
secas en mas de 1 %; las cetonas disminuyeron en mas de un 4%, los éteres y
ésteres variaron menos del 0.4% con material fresco y seco, los sesquiterpenos
aumentaron en mas de 1% con material seco(Tabla 21).

Tablz 21. Analisis cuantitativo de los aceites esenciales por clases
quimicas _de_ compuestos, con materiales fresco y seco*

AVPF ] AVPF | AVS [AVS

HTO{'™" |"BE" M
NONCIETPENos 4931 42.8] 55.48] 47.90
alcoholes 3411 3.99] 1.87] 2.81
cetonas 19.21 24.1] 14.41] 20.23
cleres 16.2] 20.1] 16.12] 19.97
ésteres 282] 2.06] 241 1.8
Sesquiterpenos | 597} 3.25] 8.34| 4.23
Total 96.91 96.3] 98.63] 96.91
NI 3.051 3.73] 1.37] 3.09

Promedio del total de muestras extraidas con material fresco por arrastre de vapor laboratorio
Arrastre de vapor laboratorio material fresco (AVPE); Arrastre de vapor laboratorio con
material seco {AVS).

NI. no 1dentificado
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1I.16. Pruebas Antibacterianas

Los resultados de las pruebas antibacterianas estdn resumidos en la tabla 22. Los
organismos empleados en este ensayo fueron seleccionados como
representantes de las bacterias gram™, gram” y dcido resistentes. Los resultados
indican que los aceites esenciales de los dos cultivares tienen actividad
antimicrobiana para Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Mycobacterium
smegmatis. Los aceites esenciales de los romeros "M" y "H" presentaron un
halo de inhibicién bien definido alrededor del papel filtro y fueron activos
principalmente contra M. smeginatis.
<

De acuerdo con el analisis de varianza los halos de inhibicién mostraron
diferencias significativas (p<0.05) en ambos cultivares. El aceite esencial del
romero "M” presenté un halo de inhibicién significativamente mayor (p<0.05)
contra Staphylococcus aureus 'y Escherichin coli . Por su parte, el aceite esencial
del romero "H" presentdé significativamente mayor efectividad contra
M. smegmatis, pues su halo de inhibicion fue mayor que el producido por el
aceite del romero "M".

Tabla 22. Inhibicién (mm) del crecimiento bacteriano por los aceites
esenciales de los romeros "M" y "H".

[ Aceite esencial E. coli S. aureus M. smegmatis
1* Colecta 1997

"M" amarillo 9.7+ 0.4* 13.07 £ 0.55* 212+ .9¢

"H" incoloro se 102 £ 0.5* 27.8£0.7*

2% Colecta 1998

"M" incoloro 12.6 £ 0.3* 9.9 + (.3* 199+ .7

"H" incoloro 8.18 + 0.5* 8.3+02 25.06 £ 1.2*

*Diferencia significativa p<0.05.

se=sin efecto.
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DISCUSION

Segtin Berlin ef al. (1966}, en las taxonomias folk no se suele clasificar
extensivamente a menos que los organismos resulten importantes y son
precisamente los organismos cultivados los que llegan a tener 2 o mds nombres
para una sola especie lineana (“sobrediferenciacién”) [32]. En el caso del romero,
siendo una planta silvestre en su lugar de origen, cultivada en diversos paises y
con importancia medicinal y culinaria a nivel mundial, es conocida con
diversos nombres populares. En paises como Espana e Italia llega a ser
nominado hasta con 9 nombres diferentes {(supra 1.4); ademas, la recopilacion
de 49 cultivares conocidos de Resmarinus officinalis L. (cuadro 2), refleja su
plasticidad adaptativa que tiene que ver con st sistema reproductivo (supra
1.11), su material genético, su variabilidad quimica y morfolégica.

£1 romero como otras lamiaceas que proceden del viejo mundo, han sido y
siguen siendo objeto de procesos directos € indirectos de domesticacién [70]. En
México, segiin Estrada (1986) "es en los huertos familiares, principalmente, los
lugares donde se propagan, domestican y se conservan las plantas medicinales
que en un alto porcentaje son plantas introducidas como el romero, la
albahacar, la ruda, el ajenjo” [64].

Los productores de plantas medicinales al dar cuenta sobre los cultivares "M" y
"H", y al diferenciarlos por el tamafio de la hoja ("mds delgadita”, "mas
gruesa”), el olor ("mds fuerte”, "menos fuerte"), el color ("verde mdas oscuro”,
"verde claro”) y sus propiedades (una es mas "fuerte” mas “"efectiva”, "menos
fuerte" "menos efectiva”) (supra L5), estin comunicando algunas de las
caracteristicas seleccionadas.

Por otro lado, en la nomenclatura popular existen plantas que son nominadas
como "macho” y "hembra”, y pueden pertenecer a diferentes especies, como es
el caso de las sabilas y los mirtos [48], 0 a la misma especie como en el romero.
Este apelativo no refleja necesariamente una distincién del sexo, sino més bien
una forma de nombrar atributos y propiedades reconocidas de las plantas que
tienen una apariencia similar®.

En cuanto a los usos del romero, el mayor numero de registros de los tres
herbarios revisados, se obtuvo para las dolencias relacionadas con
enfermedades de la mujer (25 localidades, 12" tratamientos), con el aparato
digestivo (11 localidades, 8 tratamientos), respiratorio (9 localidades, 8
tratamientos) y sindromes de filiacién cultural (12 localidades, 10 tratamientos).

*Segiin menciona Pelt (1994), a las plantas, desde tiempos antiguos, se les adjudicd un sexo
en el lenguaje simbolico, pero era en funcién del razonamiento analégico, asi diversos
pueblos clasifican a las plantas vecinas por parejas: una graminea de hojas cortantes serd
denominada "macho” en relacién con otra especie proxima de hojas mds suaves que a su vez
se convertird en "hembra”. En la tradicién popular se adjudica un sexo "macho” y "hembra” a
las plantas, s6lo en funcién de su morfologia [144].
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Ahora bien, jestamos hablando de una misma entidad morfolégica y quimica
cuando sefialamos los romeros "M" y "H'"? {fig.8).

Fig. 8 Cultivares de romero "H" y "M".

El andlisis estadistico de la variacién morfolégica, quimica y antibacteriana
permitié evaluar en qué grado son diferenciables las poblaciones estudiadas de
los cultivares de romero "M" y "H".

En el andlisis discriminante de los caracteres morfoldgicos, se pudo observar
que la mayor parte de los individuos se discriminaron y clasificaron de acuerdo
con la division e priori de las poblaciones "M" y "H", presentando una
identidad como grupo que permiti distinguirlas una de otra y se demostré
ademds que son significativamente diferentes.

76



Existe una similitud morfolégica de la hoja, flor y polen de ambos romeros, las
diferencias presentadas son cuantitativas. Sexualmente son piantas
hermafroditas con ginodioicismo temporal (supra 1.11) que consiste en cambios
graduales de su sistema reproductivo durante el periodo de floracion. En las
dos poblaciones se pudieron observar estos cambios, cabe destacarlo, por su
importancia en el tamafic de las flores, cuyos componentes presentaron una
significativa correlacion; cuando se da la presencia de estambres estdriles,
generalmente la flor (labio superior, inferior y estilo} llega a ser de tamafio mais
pequefic (tabla 6), lo cual podria influir en la prediccién de nuevas
observaciones, y se reflejé en el porcentaje de prediccién de los romeros "H" y
"M (supra 1.10).

Si las diferencias morfoldgicas entre las dos poblaciones fueran muy marcadas,
se hubiera esperado un 100 % de prediccién en la discriminacién de ambas
poblaciones sin embargo no sucedio asi, algunas observaciones formaron un
subconjunto difuso. Se explicaba que este comportamiento podria deberse a una
correlacién en el tamafio entre los diferentes elementos de la flor, pero también
significa que las poblaciones de romero estudiadas no son conjuntos discretos y
homogéneos sino, que son heterogéneos, y dentro de las poblaciones se pueden
observar individuos que comparten similitudes con individuos del otro grupo.
Es factible encontrar hojas en el romero "H" que tengan el grosor determinado
para el romero "M", a su vez es factible encontrar en algunas observaciones, la
longitud del estilo en un punto critico donde no se pueda diferenciar entre los
dos romeros. No obstante esta heterogeneidad las poblaciones estudiadas
poseen una entidad como grupo y pueden ser discriminadas una de otra.

Con respecto al polen, hubo un 100% de discriminacion, esto indica que los
caracteres vista ecuatorial-eje ecuatorial y colpos opuestos son muy estables, asi
el radio ecuatorial del polen del romero "H" es de mayor tamafio que el del
romero "M".

Los métodos estadisticos permitieron también conocer cuales son los caracteres
y atributos mas importantes para diferenciar los dos cultivares y en términos
generales, de modo relevante, los resultados parecen confirmar que algunos de
estos son los mismos que los productores perciben para distinguir los dos
cultivares:

El ancho de las hojas, el tamario del estilo, el tamafio en el polen de la vista
ecuatorial-eje ecuatorial y distancia entre colpos adyacentes, la abundancia
diferencial de algunos constituyentes quimicos que incluso puede apreciarse
olfativamente, el tamario de los halos de inhibicién bacteriana.

Ademas se observaron diferencias en las cantidades entre polen normal y polen
colapsado en las flores, en la fenologia y el niimero de tricomas en las hojas de
cada cultivar (Zlotinic, A. com. pers.} (tabla 23).
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Los cultivares estudiados presentaron diferencias cuantilativas pero no
cualitativas en la composicion de su aceite esencial, siendo los compuestos
mayoritarios de ambos aceites de romero, obtenidos por arrastre de vapor en
laboratorio:

1,8-cineole>camphor>c-pinene
El myrcene solo fue mayoritario para el aceite esencial del romero "H".

No obstante las diferencias en los métodos de extraccion, la colecta realizada en
diferentes periodos de floracidn y con material fresco y seco, los compuestos 1,8-
cineole y myrcene presentaron baja variacién, es decir una constancia en el
porcentaje de concentracién en ambos aceites, lo cual sugiere clasificarlos
dentro del tipo eucaliptol de acuerdo con la clasificacién de Granger, et al. cit.
in. {1] (supra 11.2). Siendo el porcentaje de myrcene la principal diferencia
quimica del aceite esencial entre los romero "M"” y "H". Otros compuestos

como tryciclene, camphene, cis B-ocimene, f-caryophyllene, a-phellandrene,
¢-terpinene, limonene también contribuyen a la diferenciacién entre los dos
aceiles, puesto que sus diferencias son significativas en todas las muestras
{(supra gréifica 4).

El aroma de los romercs "M" y "H"

“La explicacion de un olor no es tan buena, como lo es percibirlo en realidad”.
Sylvester 116

De modo general, los aromas se manifestan mediante procesos quimicos en los
cuales las moléculas aromdticas activan nervios especificos que a su vez
estimulan ciertas dreas cerebrales, para distinguir un aroma el cerebro debe
determinar la combinacién exacta de receptores activados por un olor especifico
{151]. Es facil distinguir un aroma pero dificilmente puede definirse, estos son
organizados e identificados en diversas clasificaciones que tienen una relacion
cultural [66].

Chamblee y Clark (1993) mencionan los 3 campos necesarios para entender la
compleja naturaleza de los aceites esenciales: cualitativa (cudles compuestos
estan presentes), cuantitativa (cudnto hay de cada compuesto) y organoléptica
(cuales constituyentes son los mds importantes en el aroma), estd dltima es la
menos entendida y comprende diversas y complejas variables de dificil control

[129).

En el caso del aroma del romero, la prueba organoléptica del olor llevada a cabo
con una muestra de 20 personas de diversos ramos, indicé que es posible
diferenciar el aroma de los romeros "H" y "M". Se pudo observar que existe
una diversidad de opiniones que van desde las mds evidentes: "aroma a
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romero”, hasta los relacionades con algo ya conocido: aroma "a miel”, "a
perfurme”, "a incienso™.

Otras opiniones destacan que el romero "M" “es més directo”, "mas
concentrado”, "mas penetrante”, mientras que el aroma del romero "H" es
"mas suave", "menos concentrado”, "menos penetrante” y coinciden con lo
que popularmente se dice del romero "M" es "mas fuerte” que el del romero
"H", y a su vez es expresado de otra manera por un perfumista: el romero "M"
tiene un aroma "mas definido, mas alcanforado-eucaliptado, menos mezcla”,
en cambio el aroma del romero "H" " es un olor menos definido, mds mezcla

de varios componentes o-B-pineno, verde, alcanfor y con una amplia gama de
tonos.”

Por otro lado, el aroma del romero estd caracterizado principalmente por el
(1,8 cineole)/eucalyptol y el camphor, aunque otros componentes también
influyen (supra I1.7). La comparacién cuantitativa de estos compuestos en el
aceite de ambos romeros, fue util para explicar las diferencias del aroma. Fl
aceite del romero "M" presenté una mayor abundancia de los compuestos
1, 8 cineole y camphor con respecto al aceite del romero "H". Si bien en ambos
romeros predomina el olor a eucalyptol/camphor, el aroma del romero "H" se
diluye con otros compuestos que también son abundantes como el myrcene.

Ya se habia referido, que el aceite del romero "M" tiene una mayor
comercializacién, y tiene mayor preferencia debido (entre otros atributos} a su
aroma "mas fuerte" (supra 1.5), lo cual se corrobora con los resultados obtenidos
de la concentracién de los compuestos quimicos antes mencionados y con la
percepcion de los participantes en la prueba organoléptica de los romeros.

Al caracterizar los romeros estudiados por clases de compuestos quimicos de
sus aceites esenciales, se corrobora la diferencia aromética de estos aceites,
experiencias de este tipo han sido reportadas por Chamblee y Clark (1993) para
aceites esenciales de citricos [129]. Asi de acuerdo con la tendencia del total de
muestras (1, 2* y 3" colectas), el aceite del romero "H" es mds rico en
monoterpenos y sesquiterpenos y ligeramente rico en ésteres comparado con el
aceite del romero "M" el cual fue mds rico en cetonas y éteres y ligeramente
rico en alcoholes (tabla 19).

Estos resultados sugieren, -y en busca de estandarizar la subjetividad aromatica
del romero, que no es sino otra manera de expresar el aroma-, de acuerdo con la
caracterizacion cualitativa de Boelens (1985) [1] (tabla 11), para el romero "H" un
aroma eucaliptado mezclado con frutal, maderoso, balsdmico, y para el romero
“M" un aroma fresco, menta, eucaliptolado.

Las diferencias morfolégicas y quimicas encontradas en los romeros "M" y "H"
(tabla 23) dan pauta para considerarios en el registro de los cultivares de la
especie Rosmarinus officinalis var. genuina en Meéxico.
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Tabla 23.
"HY oy "M

Caracterizacién

cuantitativa y

cualitativa

de los romeros

Romero "H"

Romero "M"

Entidad Taxondmica

Rosmarinus officinalis
var. genuing

Rosmarinus officinalis
var, genuing

antibacteriana

Rusgos morfolégicos | Estilo 12(17.7)20 cm 9(14.2)15.5 cm
distinttvos
Ancho de hoja | 1.4(2.1)3.2 cm 1,8(2.9)4.3 cm
Depresiones <cantidad >cantidad
anatomicas de
la hoja
Tricomas <cantidad >cantidad
glandulares
Polen Esferoidal Esferoidal
40.37X44.6m 40.17X40.25m
Polen 16% 27%
colapsado
Duracién del
Fenologia periodo  de|9 meses 7 meses
floracion
Entidad quimica Quimiotipo Eucalyptol Eucaliptol
(1,8 cineole) (1,8 cineole)
Rasgos quimicos| Compuestos 1,8cineole>camphor> | 1,8cineole>camphor>
distintivos mayontanos | g pinene>myrcene o-pinene
Clases de mas rico en mis rico en cetonas y
compuestos monoterpenos y éteres, ligeramente rico
quimicos sesquiterpenos, en alcoholes
ligeramente rico en
ésteres
aroma eucaliptado mezclado | fresco, menta
con frutal, maderoso, | eucaliptolado
balsdmico
| Propiedades Indice de
fisicoquimicas refraccitn 1.4736-1.4762 1.4719-1.4741
(np)
Densidad {dg) | 0.8900-0.5000 0,8900-0.9000
Rotacion dptica
(o) -3.155 14.999-15
Otros Color aceite]Incolorc a amarillo|Incoloro a amarillo
esencial pétido pélido
Rendimiento 1.5a2% 15a2%
aceite esencial
Actividad mayor efectividad|mayor efectividad

contra Mycobaterium
smegmalis

contra Escherichia coli
y Staphilococus aureis
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Parameiros fisicos de los aceites esenciales.

El rendimiento de los aceites esenciales fue similar en los romeros "M" y "H" y
entran dentro del rango descrito mundialmente para la especie R. officinalis L.
( 1.5 a 2% }1]. Las caracteristicas de color tampoco son diferentes a los aceites
extraidos de esta especie: de incoloro a amarillo palido.

En cuanto a las propiedades fisicoquimicas de los romeros "M" y "H"
encontramos similitudes y diferencias con respecto a la reportada para otros
aceites de romero. Desglosemos, los romeros "M" y "H" difieren marcadamente
en su rotacién éptica. Cabe recordar que este parametro se evalué con el aceite
extraido de la planta piloto (1* colecta ), por lo que su andlisis se restringe
exclusivamente a estas muestras. El aceite esencial del romero "M" tuvo una
rotacién éptica alta y variable (14.999), semejante con la rotacion Optica del
aceite esencial de Francia estudiado por Chalchat (1993) [61] (supra tablal0) y al
del aceite esencial de Italia estudiado por Delitala y Soccolini (1980} [4]

(supra tabla 10). La rotacién del romero "H" fue baja ([a]= -3.15) y se parece a la
del aceite esencial del romero espafiol estudiado por Chalchat 1993 [61]
(supra tabla 10) y al romero portugués mencionado en AFNOR (1982) [63]
(supra tabla 10). Si consideramos que esta propiedad depende en la mayoria de

las veces de compuestos Gpticamente activos como el o-pinene, camphor,
borneol [1], podemos tener un acercamiento para explicar las diferencias
encontradas en los aceites extraidos en la 1° colecta: el aceite incoloro del
romero "M" y el aceite amarillo palido del romero "H" presentan una cantidad

similar del compuesto o-pinene ("M" 10.50; "H" 9.58), pero la concentracién de
camphor y borneol es considerablemente mayor en el romero "M"
(camphor  21.29; borneol 1.04), comparada con el romero "H"
(camphor 6.92; borneol 0.09). Asi, la diferencia de estos componentes
determinaria las diferencias en la rotacién éptica registrada.

La densidad especifica de los aceites fue igual para ambos romeros
(0.8900 a 0.9000), la cual es considerada baja debido a que presentan una mayor
cantidad de monoterpenos (supra tablas 16,17 y 18). El aceite esencial de los
romeros espafioles y portugueses también presentan una gravedad especifica
baja [61.63].

El indice de refraccién presentd diferencias en los aceites de ambos romeros
siendo mayor en el romero "H" que a su vez presenté mayor contenido de
monoterpenos, este valor entra dentro del rango encontrado en los aceites de
romero estudiados en Marruecos [61], Espafa [61,62,63], Portugal [63], Francia
[61], Italia {4] Tabla 10.
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Factores de Variacién cuantitativa de los terpenoides.

Al comparar el aceite esencial de los romeros "M" y "H", se consideré necesario
encontrar la variabilidad intrinseca, aquetla que habla de diferencias y
sitmilitudes entre ambos romeros por su origen botdnico y quimiotipico, pues se
conocia de antemano que existen factores que afectan la variacion de los aceites
esenciales (supra 11.1).

El anélisis cuantitativo de los compuestos extraidos en diferente periodo (Plena
floracién, final de la fioracién) y con muestras de material seco y fresco
permitié reconocer las posibles variaciones debidas a estos factores. En general
se presentd un bajo nimero de compuestos con alta variacion entre muestras

(supra 11.19.3).

La extraccion y preparacién del aceite esencial usando diferentes técnicas
(arrastre de vapor en laboratorio, en la planta piloto y de headspace), permiti¢
contrastarlas y detectar las variactones cuantitativas de los compuestos
quimicos de los aceites esenciales de los romeros "M" y "H".

Cada sistema (planta piloto, sistema de destilacién del laboratorio y headspace)
presenté condiciones que pueden determinar las diferencias cuantitativas de
los compuestos, se ha reportado que existe una relacién entre la dimensicén del
aparato de destilacién, la presion de agua destilada, la cantidad de planta
procesada y el tiempo de destilacion [1]:

En la planta piloto, la presién y el tiempo de destilacién fueron mayores que los
del sistema de destilacién del laboratorio, lo cual favorece la separacién y
extraccion de los monoterpenos y sesquiterpenos. En un tiempo de destilacién
mds largo se obtiene una mayor cantidad de sesquiterpenos [1]. Asi el

B-cariophyllene y cariophyliene oxide presentaron mayor abundancia en las
muestras procesadas con este equipo (1* colecta), obteniendo un aceite completo
con monoterpenos y sesquiterpenos.

Con el equipo de destilacién de laboratorio, se pudo reproducir la extraccion del
aceite esencial definiendo bajo las condiciones ya referidas (supra 11.9.2), el
contenido de aceites esenciales durante la floracién y al final de la floracidn, asi
como, la comparacién entre un aceite extraido con material seco y un aceite
extraido con material fresco. Los compuestos que predominaron fueron los
monoterpenos, debido a que el tiempo de destilacién fue menor con respecto al
tiempo de destilacién de la planta piloto.

Con el método headspace los monoterpenos son los gue tienen un mayor
registro durante el proceso. La ventaja de este método es el tamafo de la
muestra, y la evaluacién directa del material vegetal. Los compuestos de bajo
punto de ebullicion y menos polares son mejor representados en el proceso
dindmico de headspace [117]. Este proceso permite una alta concentracién de
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compuestos con bajo punto de ebullicién. Los monoterpenos mds volatiles que
se pierden durante el proceso de destilacion en un equipo convencional aqui
quedan registrados completamente [116], es por eso que el iryciclene, camphene
y el o y B-pinene y y-terpinene tuvieron un mayor registro con este método en
tos aceites de los dos romeros, sin embargo se ha detectado que el proceso
dinamico de headspace puede acumular compuestos de alta volatilidad
produciendo una sobreproporcién de estos, a lo que se le ha llamado "efecto
dinamico”, por consiguiente los compuestos con alto punto de ebullicién se
encuentran en bajas concentraciones o bien no son registrados [116], lo cual

ocurrié con los sesquiterpenos a-humulene, B-caryophyllene y caryophyllene
oxide.

Comparacién de los romeros mexicanos vs romeros de Europa y Norteamérica.

Como se habia mencionado el romero ha desarrollado diversos quimiotipos,
creciendo en dreas climaticas diferentes, el tipo borneol-cineole crece en el norte
de Africa (Marruecos y Tiinez), el tipo cineole o eucaliptol en Espafia y el tipo
verbendceo crece en el sur de Francia, Cércega y norte de Italia [1]. Esta ubicacidén
geografica podria sugerir el origen del romero mexicano, si consideramos que
esta planta fue introducida al igual que otras lamidceas europeas por los
espanoles [70,71,114,136] y que ambos aceites del romero "M" y "H" son del tipo
1,8 cineole o eucaliptol.

Si comparamos la composicién y concentracion de los aceites esenciales de los
romeros "M" y "H" con la especie Rosmarinus officinalis estudiada en el
complejo R eriocalyx-tomentosus del sureste espafiol por Soriano-Cano et al.
(1993) [59], encontramos que el romero “M" presenta semejanza con esta
especie, pero no con el aceite del cultivar "H", dado que el porcentaje del
myrcene en el romero espafiol es bajo (supra Tabla 3). Sin embargo, el romero
“H" se acerca mas al aceite de Portugal (supra Tabla 3}, incluso en cuanto a sus
propiedades fisicas (supra Tabla 4 ), tiene bajo valor de rotacién oOptica, baja
densidad y un similar indice de refraccién. Asi el origen probable de los
romeros "H" y "M" se ilustra en la Fig. 9.

83



Fig. 9. Origen probable de los romeros "H" y M"

Otra posible comparacién es con los quimiotipos propuestos por Tucker y
Maciarello (1986) {60], ambos aceites de los romeros "M" y "H" estarfan en un
mismo quimiotipo al que pertenece el cultivar Joyce De Baggio (R. officinalis L.
var genuina): camphor + camphene>1,8-cineole>¢-pinene. Sin embargo la
concentracién de compuestos agrupados por clases son muy diferentes (supra
tabla 24). Los alcoholes y cetonas predominan en el cultivar Joyce De Baggio el
cual tiene ademds como compuestos mayoritarios el camphor con 18.9%, el
1,8-cineole menos del 7% y el a-pinene con menos del 3%. Como se puede
apreciar este quimiotipo se ajusta a los compuestos mayoritarios de los aceites
del romero "M" y "H", sin embargo, las diferencias cualitativas y cuantitativas
entre estos aceites y el del Joyce De Baggio son muy diferentes.
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Tabla 24. Comparacidn del percentaje de concentracién por clases de compuestos quimicos del
aceite esencial de los cultivares de romero Joyce De Baggio, "M" y "H".

"H" "M" |joycede
AVL | AVL |baggio®
monoterpenos | 50.1 44.8 602

alcoholes 2.6 3.8 j2492

cetonas 16.2 22 18 89
éieres 15 20 6.42
ésteres 4 3 8.68

sesquiterpenos | 93 4.1 4.26
Total 97.3 977 1 69.19
NI 1.7 2.3 30 81

NI. No identificados.
*Tucker y Maciarello (1986) [60]
AVL. Arrastre de vapor. Laboratorio.

Pruehas de antibiosis.

las pruebas de susceptibilidad de difusién de disco realizadas con el aceite
esencial de los romeros "M" y "H" indican que ambos tienen una actividad
inhibitoria sobre el crecimiento de las bacteria estudiadas Staphyloceccus
aureus y Escherichia coli, Mycobacteriun smegmatis.

Sin embargo la magnitud de las zonas de inhibicién fue diferente en los aceites
de los romeros "M" y "H" (supra Tabla 22).

Actualmente es reconocida la propiedad bactericida y bacteriostatica de algunos
componentes del aceite esencial del romero: 1,8-cineole, camphor, borneole,
linalool, terpinen-4-ol, ¢-terpineol, bornyl acetate, limonene [74,104]. Estos
componentes estdn en diferente proporcién en los aceites estudiados, lo que
posiblemente influya en los diferentes halos de inhibicién registrados en las
pruebas de antibiosis.

También la diferencia en el tamafio de los halos de inhibicién de las pruebas
realizadas con el aceite extraido en la planta pilofo (1997), y el aceite extraido en
condiciones de laboratorio (1998) podria ser indicio de los diferentes porcentajes
de concentracién de éstos componentes, por el momento no hay pruebas para
concluir al respecto.
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Perspectivas

En el presente estudio se consideraron caracteres morfolégicos de la hoja y la
flor, compuestos quimicos monoterpenos y sesquiterpenos y su actividad
antibacteriana. Las dos poblaciones estudiadas constituyen tan solo dos estrellas
en el universo de la especie Rosmarinus officinalis en México, en un contexto
espacial muy especifico, por lo que dista aun, tener una idea acabada de la
variabilidad morfolégica y quimmica de esta planta.

Sj bien la revisién de los ejemplares de herbario nos presentd un panorama
sobre su distribucién, los sitios donde crece, los tipos de vegetacién en los que se
desarrolla, la forma en que medicinalmente es aprovechado por diferentes
grupos y en diferentes estados, queda pendiente examinar otras poblaciones, y
otras experiencias de grupos o personas que interaccionan con el romero, pues
falta saber que sucede en los 18 estados restantes que no han sido registrados en
los herbarios consultados para esta planta.

Las mediciones de los caracteres morfoldgicos fueron realizadas en plantas
frescas, las plantas secas no fueron consideradas en el presente estudio, por lo
que se recomienda realizar las mediciones de los caracteres morfolégicos en
fresco para posteriores comparaciones con los resultados de este trabajo.

Por otro lado, es necesario estudiar los aspectos econdmicos del cultivo si se
piensa en la comercializacién del aceite esencial de romero. En cuanto a la
exraccién industrial del aceite, es Ia planta piloto el medio ideal para realizar las
pruebas de calidad requeridas. Es indispensable considerar la misma cantidad de
planta de los grupos que se vayan a comparar, con el fin de tener un mayor
control de aquellos pardmetros que pudiesen afectar en los resultados y planear
un mayor nimero de repeticiones. Otro aspecto que se debe tomar en cuenta es
no separar el aceite que se va destilando sino dejar que se acumule en un solo
recipiente y posteriormente separarlo por densidad diferencial para obtener el
aceite completo de la destilacién para su posterior analisis.

Algunas inquietudes que surgieron en el presente estudio y en perspectiva para
futuras investigaciones fueron:

Conocer las caracteristicas del sisterna reproductivo del romero ;c6mo el
comportamiento sexual estd siendo modificado en esta especie introducida?, si
bien, las dos poblaciones de romero estudiadas tienen las mismas condiciones
ambientales, la misma exposicién solar, la misma edad, y coexisten en un solo
sitio, se podria esperar un mismo comportamiento fenoldgico, sin embargo, se
presentd un desfasamiento en el inicio de la floracién entre una poblacién y
otra y ciclos de floracién mas largos ;qué significado podria tener esto en la
diferenciacién de las dos poblaciones, si a la par encontramos un marcado
ginodioiscismo temporal, diferentes porcentajes de polen anormal, y un bajo
porcentaje de germinacion?.
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Existe el antecedente del estudio realizado por Ubera-Jiménez e Hidalgo
Fernandez (1992) , del comportamiento sexual de Rosmarinus officinalis para
las poblaciones de la Sierra Morena al Sur de Espafia, en las cuales encuentran
gimodioicismo temporal {27], habria que corroborar esta informacién para los
romeros que crecen en México. Este estudio serfa de gran importancia para
conocer posibles barreras reproductivas y flujo de genes entre las poblaciones
de romero y entender las trasformaciones de una planta introducida que es
propagada vegetativamente.

S nos adentramos a la compleja pregunta de por qué se presentan las
diferencias quimicas entre el aceite esencial de los romeros "H" y "M" una
aproximacion a la respuesta, tendria que remitirse necesariamente a la
constitucién genética de estas plantas y a la biogénesis de los compuestos
quimicos. Bye et al {1991) [137] mencionan que Lewis (1984) esbozd los
determinantes en la regulacién genética, cromosomica, gendmica y ontogénica
de los polimorfismos quimicos, y que tal diversidad genética es modulada por
fuerzas selectivas, eventos naturales, sistemas de entrecruzamiento, tamafio de
la poblacién e historia de los taxa. También estos mismos autores destacan la
importancia de realizar estudios de las plantas medicinales considerando la
constitucién genética como variable 1137], lo cual seria de gran ayuda en el
entendimiento de la variacién quimica de estas plantas.

En esta misma linea, un estudio de hibridacién de ADN entre los quimiovares
"H" y "M" y material espafiol y portugués serfa indispensable para corroborar el
origen problable sugerido en el presente estudio.

Por otro lado, posiblemente surgié la pregunta de ¢6mo se podrian comparar
los componentes de los aceites esenciales que provienen de diferentes origenes
habiendo de por medio tantas variables que podrian estar afectando los
resuliados, aunado a que no se cuenta con una metodologia estandarizada para
el estudio de los aromas de las plantas. L.a comparacion se realiz6 considerando
lo anterior, con el fin 1) de contrastar la variacién infraespecifica, es decir que
atin perteneciendo a un solo quimiotipo los cultivares "M", "H" y Joyce de
Baggio, que incluso a nivel morfologico entran dentro de la variedad genuina,
pueden presentar diferencias quimicas cualitativas y cuantitativas que son de
especial interés en el sentido medicinal e industrial. Asi el conocer el
quimiotipo o la variedad a la que pertenecen, es tan solo un referente, un nivel
de conocimiento, pero no plantea la informacién completa sobre su
caracterizacién quimica principal como grupos, y 2) hacer énfasis en la
necesidad de estandarizar los métodos de evaluacién de los aceites esenciales
para poder realizar comparaciones mas objetivas.

Una planta produciendo aceites esenciales conlleva una complejidad y exhibe
un conjunto amplio de comportamientos: los aceites esenciales pueden ser
producidos por procesos anabdlicos y catabélicos [56], y son afectados por
diversos factores (supra IL1), ;eémo poder evaluar y organizar esta
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complejidad?, La descripcion de los romeros no es suficiente para distinguitlos
es necesario encontrar criterios para agruparlos y reconocerlos. En la
clasificacién de las plantas medicinales es necesario considerar la diversidad
genética y quimica. Sin embargo, hasta la fecha no ha sido evaluada con
precisién esta diversidad en plantas medicinales nativas e introducidas, vy
pareciera una tarea imposible, si se piensa que el solo inventario quimico de
una especie aun no ha sido completado [137]. Sin embargo, Bye et al. (1991)
mencionan que Lewis (1984) y otros autores sugieren patrones que pueden
orientar futuros estudios al respecto. Por lo pronto en el estudio y evaluacién
de esta diversidad es indispensable considerar la riqueza informativa generada
bajo diferentes enfoques, disciplinas y poder sistematizarla hacia un
conocimiento integral.

Al inicio de este trabajo se sefialé que en los sistemas tradicionales y cientificos
es reconocida la variacién infraespecifica de las plantas y sus propiedades
medicinales (supra Introduccién), ambos sistemas cuentan con sus respectivos
métodos para generar conocimientos {138]. El presente estudio tuvo como
antecedente fundamental, el conocimiento popular tradicional sobre el romero.
Los resultados obtenidos son un refuerzo en la necesidad de incorporar el
conocimiento tradicional/popular en el estudio de las plantas medicinales.



CONCLUSIONES

En México el romero es una planta medicinal cultivada con aplicaciones
médicas importantes, especialmente en el tratamiento de enfermedades del
aparato reproductor femenino, digestivas, respiratorias, sidromes de filiacién
cultural, asi como rituales.

Los productores, herbolarios y comerciantes reconocen dos plantas diferentes de
la especie Rosmarinus officinalis L. a las que denominan romero "macho” y
romero “hembra" y las distinguen por el ancho de las hojas, el olor vy sus
propiedades medicinales.

Los dos cultivares fueron caracterizados botdnica y quimicamente. Algunos
clementos para su tipificacién son los mismos que los productores perciben
para diferenciarlos. Ambos cultivares de acuerdo con la clasificacién de Turrill
(1920) pertenecen a la especie Rosmarinus officinalis L. var. genuina.

Los caracteres distintivos de los romeros "hembra” y "macho” son la longitud
del estilo y el ancho de las hojas. Los estilos mas largos se encontraron en el
romero “hembra” y las hojas mds anchas en el romero "macho”. La vista
ecuatorial-eje ecuatorial y la distancia entre colpos adyacentes son mayores en
el polen del romero "hembra".

Los aceites esenciales de ambos romeros son de tipo eucaliptol de acuerdo con
la clasificacién de Granger (1973). Los compuestos mayoritarios del aceite
esencial con el método de arrastre de vapor fueron.

Romero "hembra”:1,8-cineole>camphor>a-pinene>myrcene
Romero “macho™:1,8-cineole>camphor>c-pinene

Los compuestos 1,8-eucaliptol y camphor presentaron mayor concentracién en
el aceite esencial del romero "M", mientras que en el romero "hembra” el
myrcene fue mas abundante,

El aceite del romero "H" es mds rico en moOnoterpenos y sesquiterpenos y
ligeramente rico en ésteres comparado con el aceite del romero "M" el cual fue
ligeramente mds rico en alcoholes, y mds rico en cetonas y éteres.

Las diferencias cuantitativas de los componentes del aceite esencial, explicaron
los aromas del romero "hembra" y el romero “macho”. En ambos aromas
predomina el eucaliptol, en el romerc "hembra" se mezcla con nofas frutales,
maderosas y balsdmicas, mientras que el romero "macho” prevalece el aroma
eucaliptolado y notas frescas y mentoladas.
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Los aceites esenciales de los dos cultivares estudiados tienen actividad
antimicrobiana. El del romero "macho” fue mas efectivo contra bacterias

Gram* Staphylococus aurens y Gram” Escherichia coli, a su vez, el del romero
“hembra” fue mas efectivo contra la bacteria dcido resistente Mycobacterium

smegmatis.

Las diferencias morfolégicas y quimicas encontradas en los romeros "™M" y "H"
dan pauta para considerarlos en el registro de cultivares de la especie
Rosmarinus officinalis var. genuina en México.

El conocimiento popular/tradicional de las plantas medicinales es una fuente
de informacién insoslayable en el estudio de la vanacién infraespecifica de

estas plantas.
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Separacién de los componentes 1,8 cineole y B-phellandrene, en las muestras
de la primera colecta de los cultivares "M" y "H" de Rosmarinus officinalis L.
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Peak at Retention Time 2.75
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Peak 9 at Retention Time 4.10
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Peak 13 at Retention Time 5.01
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Peak 4 at Retention Time 10.24
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peak 19 at Retention Time 12.03
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Peak 22 at Retention Time 14.15
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Peak at Retention Time 21,02
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Peak at Retention Time 24.97
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1. rom "H™ 2. rom "M"

ROM CS

1
i
1
]
i
]
1
1
1
I
H
H
1
1
]
1
H
1
I
1
1
1
H
1
1
}
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
|
1
1
1
1
i
[
H
1
1
1

10.8
11.3
9.8
120
11.2
1.0
10.0
1.0
1L.0
100
111
89
10.4
11.3
10.5
9.2
9.7
9.5
9.5
9.9
104
10.0
10.0
9.6
10.0
9.6
10.3
10.0
9.9
9.5
9.5
103
9.6
9.9
9.6
2.6
9.5
10.1
9.3
10.0
150
1.0
105
11.0
10.6
10.8
9.5
10.0

Cl

73
6B
1.5
9.6
83
8.8
7.0
8.0
5.0
13
83
83
7.4
8.6
82
73
8.1
67
15
6.9
75
A
12
6.8
72
73
7.1
69
8.0
6.2
73
73
75
70
72
72
64
87
66
13
15
75
70
78
8.0
18
1.2
8.5

ES

10.0
10.0
10.5
113
10.1
10.5
10.6
113
10.7
10.5
10.9
8.0

1.0
100
10.0
10.2
10.2
84

10.5
10.5
10.3
114
13.0
11.4
12.0
10.7
12.0
2

11.4
12.4
10.0
9.0

9.8

105
93

10.5
1L.0
1.0
0.4

2.0

11.0
10.0
9.0

9.5

10.0
87

8.0

9.5

ST

1.9
18.7
17.5
19.6
17.5
17.7
19.7
17.5
19.2
1.8
8.9
17.8
18.2
182
187
16.2
183
17.5
16.6
19.7
19.9
87
19.5
18.7
19.4
18.9
17.5
183
8.7
8.2
17.8
150
16.0
19.0
187
16.0
16.0
19.2
16.9
14.5
20.0
ig8.8
19.0
18.0
18.5
17.0
16.2
19.0

CA
4.7
55
5.0
52
55
4.9
55
53
52
5.4
6.0
5.0
54
5.0
57
5.5
54
55
5.4
5.4
53
5.5
57
5.0
5.6
59
58
55
55
4.5
5.2
53
36
5.5
54
53
6.0
52
5.5
5.5
5.7
5.0
5.0
5.5
54
54
53
56

PE
4.0
4.0
4.0
40
4.0
4.0
43
4.0
4.0
4.0
4.0
3.9
3.2
3.7
32
4.0
4.5
4.4
4.5
4.0
3.5
3.5
3.6
3.6
3.5
4.5
4.7
4.2
4.5
35
4.5
29
3.2
4.5
33
2.9
35
39
30
34
4.0
3.6
4.0
43
35
35
33
53

Datos. Morfologia hojas flores

HL
227
215
272
250
263
23.0
20.5
220
25.0
219
248
360
324
24,5
193
12.5
24.7
17.3
16.5
15.0
13.3
11.2
36.7
283
21.5
107
394
353
22.0
25.0
26.4
252
23.0
219
19.7
287
21.8
23.0
23.2
221
17.8
17.6
19.6
212
24.3
22.1

192
16.6

HA
1.8
2.0
18
1.8
25
20
2.0
23
20
2.0
2.5
2.7
23
20
20
2.0
20
2.0
22
2.1
2.3
1.9
1.6
1.7
1.7
28
25
23
2.0
3.2
2.7
19
1.8
1.9
1.8
26
2.5
1.9
1.8
1.9
2.0
23
2.0
24
2.0
1.8
2.5
24

1
1
1
i
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
i
1
1
1
1
i
1
1
1
1
)|
1
1
1
1
i
1
1
1
i
1
1
1
1
1
1
1
I
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IROM C8

10.0
100
9.0
9.8
10.5
105
10.5
10.5
2.0
9.0
9.5
9.7
i1.0
9.0
9.7
9.0
2.0
10.7
100
103
10.6
8.5
10.5
10.7
9.0
8.7
10.0
7.8
11.8
2.9
10.2
9.8
1.0
10.0
2.0
9.0
8.5
85
10.0
9.5
10.5
10.0
16.5
16.2
10.5
10.5
10.4
2.8

CI
7.5
7.0
7.0
1.5
8.5
7.7
1.7
7.0
7.0
7.0
8.0
7.7
78
7.5
6.2
70
6.6
80
7.0
8.5
8.0
7.0
6.7
84
10
7.0
8.5
6.0
89
15
82
1.7
8.0
6.5
59
7.5
6.8
5.5
75
6.5
72
7.2
75
7
83
74
74
6.8

ES ST CA

10.2
9.5
10.2
10.4
11.0
11.8
10.0
10.0
87
87
9.5
10.2
103
8.2
82
7.2
9.0
9.5
10.2
92
10.7
2.3
2.5
97
98
8.2
10.5
2.9
12.5
11.5
1.7
iL5
11.0
8.4
10.0
1i.4
8.2
30
10.5
16.5
10.2
12.0
10.0
9.9
10.6
11.5
10.8
10.2

17.8
15.0
14.6
16.6
18.3
1.5
18.0
19.0
16.0
17.5
19.0
18.7
19.5
17.0
1.0
18.2
18.5
187
153
16.5
19.6
16.2
16.4
17.7
17.3
16.7
17.1
12.0
18.0
17.8
17.6
168
19.0
17.5
15.8
17.5
16.3
127
18.8
4.5
15.5
18.0
17.2
18.G
17.7
17.3
19.5
18.4

47
50
5.0
4.0
3.5
4.0
4.0
42
4.5
3.8
3.8
4.0
4.0
6.0
6.0
6.4
6.4
57
54
5.0
54
5.4
50
53
5.0
4.7
4.6
49
3.5
43
4.2
32
3.8
42
4.6
38
42
5.0
4.5
4.5
48
50
4.5
5.5
55
5.5
54
54

PE
4.0
4.0
3.6
5.4
53
5.0
55
53
5.0
48
5.0
5.0
4.8
3.5
43
4.0
4.3
4.5
57
5.0
52
55
5.4
5.5
57
53
50
27
4.5
35
4.6
35
4.7
4.3
37
4.0
3.5
3.0
3.0
35
2.8
3.1
4.0
4.4
54
5.0
47
32

271
224
19.6
17.6
259
22.5
18,6
17.5
192
20.4
153
203
16.5
242
21.0
214
20.0
189
220
217
19.5
19.7
188
287
33.6
31.7
364
34.6
23.0
23.0
21.8
23.0
23.5
153
16.9
173
179
16,0
18.0
200
183
14.5
17.4
153
199
203
17.0
11.3

27
22
2.0
2.0
2.0
2.3
1.8
1.5
21
1.8
1.7
19
1.9
1.5
1.7
1.7
1.5
1.8
1.7
2.0
1.5
1.6
1.5
14
1.7
1.7
1.9
1.6
1.6
1.6
1.8
1.8
1.8
1.4
1.7
1.6
1.6
2.6
20
1.8
1.8
1.8
1.9
2.2
25
2.3
22
1.6



1. rom "H"; 2. rom "M"

ROM CS

20
20
290
2.0
20
20
2.0
20
20
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
20
20
2.0
2.0
2.0
20
2.0
2.0
20
20
20
20
20
2.0
2.0
2.0
20
2.0
2.0
2.0
20
20
2.0
2.0
20
20
20
20
2.0
2.0
20
2.0
2.0

1.7
10.5
11.6
10.0
10.0
10.3
2.6
92
10.0
10.0
98
9.1
9.2
94
9.5
9.0
9.5
85
B.5
8.2
9.0
87
85
9.0
85
9.0
9.0
2.0
9.0
92
9.0
9.0
8.7
89
8.7
9.0
9.0
8.7
8.9
8.7
9.5
9.0
98
9.5
94
88
85
88

Cl

15
82
8.0
7.4
8.4
85
80
7.9
7.3
78
6.9
7.0
72
73
1.2
6.4
6.7
63
7.0
55
68
6.3
535
6.0
62
73
6.0
62
7.0
6.3
6.0
6.0
7.0
6.9
64
1.7
6.0
7.0
83
7.0
68
68
7.0
70
6.3
72
7.4
15

ES
73
8.5
8.0
82
76
9.0
7.0
7.5
8.0
80
9.0
82
9.0
85
87
7.5
9.4
8.0
85
8.5
80
9.0
82
8.0
8.0
8.5
9.0
82
83
82
87
8.2
8.7
7.0
82
7.8
8.5
73
8.0
8.1
6.7
6.7
6.9
6.4
85
8.5
8.2
85

ST

15.0
150
154
4.5
147
49
3.7
14.1
147
14.9
4.1
142
14.4
150
14.0
13.8
15.0
13.0
15.0
15.0
153
15.0
148
15.0
15.0
is0
15.5
14.7
14.3
3.2
14.5
15.0
14.5
13.0
14.1
144
14.0
13.5
14.5
14.0
12.7
14.0
15.0
15.0
13.5
13.5
150
14.2

CA
65
6.5
65
5.2
6.7
6.5
55
6.3
6.0
6.0
6.5
5.4
63
6.4
6.5
6.8
60
6.4
58
6.5
59
57
5.5
5.5
57
57
6.3
6.0
55
52
6.0
5.5
55
6.8
63
6.0
57
54
54
53
6.0
6.0
6.4
64
6.0
53
50
32

PE
39
3.5
3.9
42
39
37
3.7
39
3.7
3.7
3.5
33
4.6
28
42
3.2
34
35
33
3.5
3.5
3.2
3.0
35
3.0
34
4.4
3.5
3.5
33
3.0
32
3.0
2.5
3.5
4.0
23
23
30
219
3.5
43
40
45
26
37
3.0
32

Datos.

HL.
250
260
23.0
213
20.5
20.2
23.5
224
22.5
24.1
2279
223
20.0
19.6
19.6
154
19.5
230
23.0
21.0
154
18.5
23.0
23.0
21.0
230
22.0
18.0
17.6
170
18.4
25.0
26.0
23.0
21.3
202
23.5
224
225
4.1
240
31.2
215
18.8
22.2
20.6
20.2
21.7

Morfologia hojas flores

HA
3.0
30
35
28
2.5
2.8
30
2.8
3.1
35
3.5
28
25
28
3.0
28
3.1
38
3.5
3.5
3.5
38
2.7
2.5
4.3
4.1
3.1
31
3.2
28
23
21
29
32
2.5
28
3.1
32
29
28
2.8
3.0
3.0
3.5
2.5
23
3.5
3.7

20
2.0
20
20
20
2.0
20
2.0
2.0
20
2.0
20
2.0
20
20
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
20
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
20
2.0
20
2.0
2.0
20
2.0
2.0
2.0
2.0

122

ROM C38

9.0
9.5
10.0
9.0
9.3
9.0
9.0
83
8.5
9.0
9.0
10.0
2.0
85
9.0
9.0
9.0
9.5
10.0
9.0
10.2
98
9.5
8.2
9.2
9.0
2.0
2.9
8.4
7.2
85
8.0
7.5
9.5
9.5
10.5
83
10.0
103
83
9.4
9.0
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