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. RESUMEN

Calendula officinalis es una planta medicinal que tiene diversos metabolitos
secundarios, estos le confieren diversas propiedades tales como capacidad
cicatrizante, antioxidante, antiinflamatoria etc. Comparamos durante seis meses el
desarrollo de C. officinalis y la produccion de metabolitos secundarios en un muro
verde hidroponico (MVH) y en un cultivo en suelo (CS). Plantas de C. officinalis se
desarrollaron en un muro verde con solucion nutritiva completa y otro lote se
desarroll6 en suelo preparado (tierra negra, hoja seca, agrolita y tezontle). Se evalué
la floracion, altura final de las plantas, biomasa total, biomasa de la raiz y longitud
de la raiz. Ademas, se realizaron extracciones sucesivas de las flores secas de C.
officinalis con hexano, acetato de etilo y metanol. Se colectaron muestras una vez
por mes de los capitulos en antesis a las 13 hr y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Se calcularon los rendimientos de las extracciones y se buscé la
presencia: B-amirina, lupeol, estigmasterol, quercetina y rutina con cromatografia en
capa fina. Se esperd un mejor desarrollo en el cultivo hidropdnico, pues estudios
muestran que es una técnica que reduce el tiempo de crecimiento de las plantas al
proporcionarles todos los nutrientes requeridos de forma continua. Las plantas del
cultivo en suelo deben desarrollar mejores competencias ecoldgicas, lo cual podria
favorecer la produccion de metabolitos secundarios y evidenciar la presencia de [3-
amirina, lupeol, estigmasterol, quercetina y rutina. Los resultados mostraron un
mejor desarrollo (floracidn, biomasa total, biomasa de la raiz y altura) en el MVH en
los seis meses evaluados. La mayor produccion de capitulos se obtuvo en enero y
febrero, con una humedad y temperatura promedio de 55% y 14 °C
respectivamente. En el CS se obtuvieron mayores rendimientos con hexano
(septiembre, octubre y noviembre) y con metanol (noviembre y diciembre). En el
MVH se obtuvieron mayores rendimientos con hexano en febrero; con acetato de
etilo en noviembre, diciembre y febrero. Los perfiles cromatograficos de los dos
sistemas revelaron la presencia de B-amirina, lupeol, estigmasterol, quercetina y
rutina. Los rendimientos de los extractos variaron de acuerdo al sistema de cultivo
y al mes de cosecha. En conclusion, el desarrollo de C. officinalis en el MVH es una
opcidn viable para su cultivo.



. ABSTRACT

Calendula officinalis is a medicinal herb that has various secondary metabolites,
these confer it several properties such as healing, antioxidant, anti-inflammatory,
etc. We compared the development and secondary metabolites production of C.
officinalis in a hydroponic green wall (MVH) and in a soil culture (CS) for six months.
Plants were developed in a green wall with complete nutrient solution and another
batch was developed in prepared soil (black soil, dry leafs, agrolita and tezontle).
Flowering, final height of the plants, total biomass, root biomass and root length were
evaluated. In addition, successive extractions of the dried flowers with hexane, ethyl
acetate and methanol were carried out; for which samples (inflorescences) were
collected once a month from in anthesis at 1:00 p.m. and were allowed to dry at room
temperature. The yields of the extractions were calculated and the presence of the
secondary metabolites: B-amyrin, lupeol, stigmasterol, quercetin and rutin was
sought with thin layer chromatography. A better development in hydroponic
cultivation was expected, since studies show that it is a technique that reduces the
growth time of plants by providing them with all the nutrients required continuously,
therefore it was also inferred that plants grown in soil should develop better
ecological skills, which could favor the production of secondary metabolites and
evidence the presence of B-amyrin, lupeol, stigmasterol, quercetin and rutin. The
results showed a better development (flowering, total biomass, root biomass and
height) in the MVH during the six months. The highest production of inflorescences
was obtained in January and February, which registered average humidity and
temperatures of 55% and 14 °C respectively. In the CS, greater yields with hexane
will be acquired in September, October and November; and with methanol in
November and December. In the MVH, greater yields were acquired with hexane in
February; with ethyl acetate in November, December and February.
Chromatographic profiles of the two systems revealed the presence of B-amyrin,
lupeol, stigmasterol, quercetin, and rutin. The yields of the extracts varied according
to the culture system and the harvest month. In conclusion, the development of C.
officinalis in the MVH is a viable option for its cultivation.



. INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales ha acompafiado al hombre a lo largo de la historia.
En la actualidad, existe una tendencia creciente por la adquisicion de estas, debido
al crecimiento de la poblacion que genera cada vez mas demanda como también,
al aumento de la popularidad de los productos naturales y de los productos
respetuosos con el medio ambiente (Schippmann et al., 2007; Yehya & Naguib,
2011). El cultivo de plantas medicinales es una alternativa para satisfacer dicha
demanda y produccién. Cultivar nos ofrece ventajas tales como una regularidad en
el suministro, un control de genotipos preferibles y una identificacion botanica
confiable (Posadzki et al., 2013).

Calendula officinalis, mercadela, maravilla, o solo caléndula, es un planta medicinal
que se cultiva y se comercializa en México y en el mundo, en gran parte por sus
cualidades ornamentales; tradicionalmente ha sido usada para atender diversos
padecimientos. Son principalmente sus capitulos los que se preparan por decoccion
para tratar la cicatrizacidn, ulceras estomacales, dolores de garganta, dolor de
muelas, oftalmias, tos, calmar los nervios etc. (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009).

En México, las practicas de cultivo son llevadas principalmente en suelo (Raymond,
2017); sin embargo, el cultivo en agua 6 hidroponico esta comenzando a tomar
importancia, ya que ofrece grandes ventajas sobre el cultivo en suelo, pues permite
ahorrar agua, ocupa un menor espacio y permite el aprovechamiento de cualquier
area (azoteas, jardines, suelos infértiles, terrenos escabrosos, etc.) posibilitando el
cultivo dentro de las ciudades, y ademas, algo muy importante, es que los ciclos de
produccion son acelerados y las cosechas tienden a ser mayores que en campo
abierto (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019).

En este trabajo realizamos un estudio comparativo durante seis meses del cultivo
de C. officinalis en suelo, con un sustrato preparado (tierra negra, hoja seca, agrolita
y tezontle), e hidropdnico, con una solucion nutritiva completa. Evaluamos el

desarrollo cuantificando la produccion de capitulos, la altura final de las plantas, la



biomasa total, la biomasa de la raiz y la longitud de la raiz. Por otro lado, debido a
que las propiedades terapéuticas de las plantas son debidas a determinadas
moléculas conocidas como metabolitos secundarios (Taiz y Zeiger, 2006), se buscd
con cromatografia en capa fina la presencia de los metabolitos B-amirina, lupeol,
estigmasterol, rutina y quercetina, los cuales se han reportado previamente en la
planta y son de importancia en el campo de la terapéutica (Muley et al., 2009; Ukiya
et al., 2006; Wilkomirski & Kasprzyk, 1979).



IV. MARCO TEORICO
1. Plantas medicinales

Una planta medicinal (PM) es cualquier planta que en uno o en mas de sus 6rganos
contiene sustancias que pueden usarse con fines terapéuticos, o que son

precursores para la sintesis de farmacos utiles (Sofowora et al., 2013).

Las PM son la fuente mas rica de sustancias con actividad terapéutica en la
medicina tradicional, en la medicina moderna, en los nutracéuticos, en los
suplementos alimenticios y en las drogas sintéticas como intermediarios quimicos
(Kuete, 2017).

En vista de que en la antiguedad no habia suficiente informacion sobre las razones
de las enfermedades, o sobre qué planta y cobmo podria utilizarse como cura, todo
se baso en la experiencia. Con el tiempo se descubrieron los motivos del uso de las
PM para el tratamiento de ciertas enfermedades; asi, el empleo de estas, abandono
gradualmente el marco empirico y se fundamentd en hechos explicativos
(Petrovska, 2012).

2. La utilidad de las plantas medicinales y la medicina tradicional

La OMS define a la medicina tradicional como "la suma total de conocimientos,
habilidades y practicas basadas en las teorias, creencias y experiencias indigenas
de diferentes culturas que se utilizan para mantener, prevenir y mejorar la salud y
también tratar enfermedades fisicas y mentales " (World Health Organization, 2013).
El principal tipo de medicina tradicional comunmente practicada por los curanderos
es la herbaria, la que es a base de plantas medicinales (Giannenas et al., 2020).

La medicina tradicional ha demostrado su eficacia en areas como la salud mental,
la prevencidn de enfermedades, el tratamiento de enfermedades no transmisibles y
la mejora de la calidad de vida de las personas que viven con enfermedades

cronicas. Aunque se necesitan mas investigaciones, ensayos clinicos vy



evaluaciones, la medicina tradicional ha demostrado un gran potencial para
satisfacer un amplio espectro de necesidades de atencion médica (World Health
Organization. Programme on Traditional Medicine, 2001).

La Organizacion mundial de la salud (OMS) ha informado que el 80% de la
poblacion humana usa medicamentos tradicionales, principalmente plantas para
curar diversas dolencias. La OMS alienta y apoya a los miembros de estados a
integrar a la “medicina tradicional, complementaria y alternativa” en los sistemas
nacionales de atencion de la salud y asegurar su uso racional (World Health
Organization. Programme on Traditional Medicine, 2001).

Un estudio en Oaxaca, en la sierra Mazateca, demostré que a nivel individual,
primero se recurre a la medicina herbaria tradicional cuando surgen molestias
meédicas simples. Sin embargo, el conocimiento y el uso de la medicina herbaria y
los productos farmacéuticos coexisten. Ademas, no se encontré evidencia de
competencia entre estos dos sistemas de conocimiento y practica (Giovannini et al.,
2011).

Las PM constituyen una de las fuentes potenciales de nuevos productos y
compuestos bioactivos para el desarrollo de farmacos (Cragg & Newman, 2013).
Ademas, los usos medicinales tradicionales contribuyen significativamente a dicho
desarrollo de farmacos. La utilidad de las PM en la medicina se enuncia a
continuacion (Akerele, 1993).

Las PM pueden usarse como agentes terapeéuticos directos.

e Sirven como materia prima para la fabricacion de compuestos
semisintéticos mas complejos.

e Las estructuras quimicas derivadas de sustancias vegetales pueden
utilizarse como modelos para nuevos productos sintéticos.

e Las plantas pueden utilizarse como marcadores taxondmicos en la

busqueda de nuevos compuestos.



Se ha informado que mas del 50% de los medicamentos disponibles provienen de
plantas (Jamshidi-Kia et al., 2018). En la actualidad la industria farmacéutica se ha
centrado en el descubrimiento de nuevas drogas de tecnologia sintética, sin
embargo los productos basados en la naturaleza siguen siendo una fuente de
nuevos compuestos (Schmidt et al., 2008).

3. Metabolitos secundarios

Hoy se sabe que las propiedades terapéuticas de las PM son debidas a la presencia
de determinadas moléculas conocidas como metabolitos secundarios (MS) (Taiz &
Zeiger, 2006).

Los MS desempefian funciones ecofisiologicas que le permiten a la planta
sobrevivir al medio ambiente; tales como aportar un sistema de defensa contra
factores bidticos y abidticos, e intervenir en la formacion de relaciones mutualistas
con otros seres vivos. Por lo tanto, la habilidad de una planta para competir y
sobrevivir esta profundamente afectada por las funciones ecoldgicas de sus
metabolitos secundarios (Taiz & Zeiger, 2006).

Los diversos MS varian entre las especies, y algunos se encuentran de manera

restringida a una especie en particular (Barton & Koricheva, 2010).

Alrededor de 100,000 MS estan presentes en el reino vegetal, confinados a grupos
taxonomicos especificos (Fang et al., 2011). Existen tres grupos principales de MS
en las plantas, estos son: los compuestos nitrogenados, los compuestos fendlicos y
los terpenos.

3.1.1 Compuestos Nitrogenados

Los compuestos nitrogenados se agrupan en cuatro categorias que son: los
alcaloides, los glucosinolatos, los glucésidos cianogénicos Yy los aminoacidos no
proteicos. Se ha reportado que muchos de estos compuestos le confieren a la planta



una variedad de mecanismos de defensa. Algunos mecanismos se activan después
del ataque del patégeno y conducen a la formacidn de una amplia gama de
fitoquimicos y subproductos que ayudan a la planta a hacer frente a las condiciones
adversas (Singh, 2018).

3.1.2 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles poseen en su estructura al menos un anillo
bencénico unido a uno o mas hidroxilos. Son MS ampliamente distribuidos en las
plantas y su presencia en el reino animal se debe a la ingestion de éstos (Gimeno,
2004). Se dividen en varias clases segun el numero de anillos fendlicos que
contienen, y de elementos estructurales que unen estos anillos entre si. Los
principales grupos de polifenoles son: acidos fendlicos, flavonoides, alcoholes
fendlicos, estilbenos y lignanos (Figura 1).

R, R,
0
R, / R 0
: /
OH \
Rs OH
Acidos fendlicos Acidos fendlicos Flavonoides
derivados del acido derivados del acido
hidroxibenzoico hidroxicinamico
CH,0 CH,0H
OH HO HO ] CH,0H

R, Q \ O OH l OCH,

R, OH

Alcoholes fenodlicos Estilbenos como Lignanos como el
el resveratrol secoisolarisinol

Figura 1. Clasificacion de los polifenoles (Manach et al., 2004).



En las plantas estos compuestos influyen en procesos fisioldgicos relacionados con
el crecimiento y el desarrollo, tales como la germinacion de semillas, la division
celular y la sintesis de pigmentos fotosintéticos (Tanase et al., 2019). Ademas
confieren una mayor tolerancia a diversas condiciones de estrés, tales como la
presencia de metales pesados, pesticidas, salinidad, sequia, temperaturas
extremas y radiacion UV (Naikoo et al., 2019).

3.1.3 Terpenos

Los terpenos tienen una caracteristica unificadora simple por la que se defineny se
clasifican, esta describe que todos los terpenos tienen unidades fundamentales
repetidas de isopreno de cinco carbonos (Figura 2), (Croteau, 1998), aunque
biosinteticamente derivan del pirofosfato de isopentilo. Se han clasificado por el
numero de unidades de cinco carbonos “C” que contienen, los hemiterpenos
contienen 5 C, los monoterpenos 10 C, los sesquiterpenos 15 C, los diterpenos 20
C, los triterpenos 30 C y los carotenoides 40 C (Wagner & Elmadfa, 2003).

C

Figura 2. Estructura del Isopreno (Hillier & Lathe, 2019).



Son los metabolitos secundarios que dan el aroma a las plantas, pues constituyen
la mayor parte del aceite esencial. Ejercen distintas funciones, una de ellas es la
defensa contra los enemigos biologicos, ya sea directamente al producir toxinas y
repelentes contra los herbivoros 6, indirectamente a través de la atraccion de los
depredadores de dichos herbivoros (Kessler & Heil, 2011). También ejercen
proteccion cuando las temperaturas son elevadas (Loreto & Schnitzler, 2010); e
incluso pueden actuar como reclamo, atrayendo insectos benéficos para la planta

como polinizadores (Boncan et al., 2020).

3.2 Factores que modifican la produccién de MS

Entre los factores responsables de las fluctuaciones de los MS se encuentran las
condiciones del medio ambiente. Las plantas interactuan con el medio para su
supervivencia y por lo tanto, estan influenciadas por factores bidticos y abi6ticos que
regulan la biosintesis de los MS (Verma & Shukla, 2015).

Algunos factores medioambientales que modifican la produccion de MS se enuncian

a continuacion:

Regién: PM de la misma especie recolectadas en campo o cultivadas presentan
variabilidad en la concentracion de sus MS cuando se ubican en distintas zonas.
Esto es debido a las necesidades fisioloégicas de la planta con respecto a las
distintas condiciones ecologicas de cada region, como por ejemplo la latitud, altitud,
temperatura promedio y condiciones climaticas de la region (Badoni et al, 2009;
Radusiené et al., 2012; Ullah et al., 2012).

Estacionalidad: El contenido de MS en las plantas puede variar conforme a las
estaciones del afo, esto puede deberse a varios factores como la disponibilidad de
agua, la temperatura y la radiacion, asi como el comportamiento de los polinizadores
y otras especies. Un ejemplo es en la adormidera (P. somniferum), que es una
fuente rica de mas de 80 alcaloides entre los que se encuentra la morfina, codeina,
tebaina, narcotina y papaverina, los cuales se producen mejor en la estacion seca
(Hofman & Menary, 1980; Wallaart et al., 2000).
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Nutriciéon: Algunos autores informan que las deficiencias de nutrientes en general
tienden a dar como resultado un aumento en las concentraciones de MS debido a
que el crecimiento de la planta es a menudo inhibido, y el carbono fijado se asigna
predominantemente a la formacién de MS (lbrahim et al., 2017; Ulrychova &
Sosnova, 1970; Seigler, 1994). Sin embargo, hay experimentos que no muestran
esa correlacion y parece depender mas de cada especie de planta. Castillo-Arellano
y colaboradores (2018) mostraron que en un cultivo controlado con escasez de
Ca* and K , se redujo la supervivencia y la produccién de acido apetalico y
calanolidos de Calophyllum brasiliense. Por otro lado, Almeida-Cortez y
colaboradores (1999) trabajaron con 31 herbaceas de la familia Asteraceae, y
demostraron que al menos para estas especies no hay correlacion entre un

ambiente de escasez nutricional y la formacion de MS.

Temperatura: Es un factor fisico muy importante que afecta fuertemente la
ontogenia y la tasa de desarrollo de las plantas. La temperatura elevada provoca
estrés por calor y la temperatura baja provoca estrés por frio (Loreto & Schnitzler,
2010). Se ha sefialado que el aumento de temperatura aumenta fuertemente la
emisidn de varios terpenos. Los terpenos estabilizan la membrana tilacoidal del
cloroplasto y tienen una fuerte actividad antioxidante (Loreto & Schnitzler, 2010).
Sin embargo, las investigaciones son contrastantes y muestran para cada especie
una respuesta. Por ejemplo, en Matricaria chamomilla los efectos de la temperatura
del aire en la obtencién de aceite de camazuleno, mostraron mejores rendimientos

a una temperatura de 15 ° C versus temperaturas de 20 y 25° C (Saleh, 1970).

4. Cultivo de plantas medicinales

Las plantas medicinales se han obtenido tradicionalmente de la naturaleza, sin
embargo en la actualidad, “el cultivo” podria ser también una alternativa para la

adquisicidn de estas. Esto surge principalmente para asistir a los siguientes motivos:

1. Existe una gran demanda y una tendencia creciente por la adquisicion de las

plantas medicinales (Schippmann et al., 2007).
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2. Los paises en desarrollo dependen cada vez mas de las plantas medicinales
como fuente de atencidn primaria de salud. Una estimacion de la Organizacion
Mundial de la Salud (en el 2001), mostré que mas del 80% de la poblacion
mundial depende unica o con frecuencia en gran medida de los remedios
tradicionales para el cuidado de la salud. Ademas, esta tendencia a la alza es
prevista no solo por la explosion demografica, sino también por el aumento de la
popularidad de los productos naturales y de los productos respetuosos con el
medio ambiente (Schippmann et al., 2007).

3. La destruccion de ecosistemas a un ritmo acelerado en los ultimos tiempos
(Schippmann et al., 2007; Yehya & Naguib, 2011).

Cultivar especies de PM nos da varias ventajas, entre las que se encuentran
(Posadzki et al., 2013).

1. La identificacion botanica confiable.
2. Laregularidad en el suministro de cantidades.
3. El control de genotipos preferibles.

4. El control de los problemas de calidad y seguridad que pueden surgir
de las plantas silvestres.

Ya que las propiedades medicinales de las plantas son debidas principalmente a la
presencia de los metabolitos secundarios (MS), en las plantas cultivadas dichos
metabolitos pueden ser deliberadamente mejorados bajo condiciones controladas
de temperatura, humedad, radiacién etc. (Akerele et al., 1991; Posadzki et al.,
2013).
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5. Una técnica de cultivo: Hidroponia

La hidroponia se puede definir como un sistema de cultivo y produccion, en el que
las raices de las plantas se riegan con una mezcla de elementos nutritivos
esenciales disueltos en agua, y en el que en vez de suelo, se utiliza un sustrato de

material inerte o simplemente la misma solucién nutritiva (F. S. Castillo et al., 1983).

En 1938 Gericke usd por primera vez la palabra hidroponia en su articulo: “Crop
production without soil”. En dicho articulo se reporta el primer trabajo cientifico de
cultivo en agua. La palabra se formé de las raices griegas hydro: udpo agua, y
ponos: TTévog labor o trabajo, lo que literalmente seria “trabajo en agua” (Gericke,
1938).

Sin embargo, el cultivo en agua es una técnica que ya se ha usado en la antigiedad.
El registro mas antiguo data de 600 a.C. en los jardines colgantes de Babilonia, en
los cuales se describe que recibian el riego por canales de agua que emergian
desde lo alto. Los chinos vienen practicandolo también desde hace miles de afios
en sus terrazas con arrozales. Y también, en el Valle de México, en Xochimilco los
indigenas de la zona lo han usado en forma de jardines flotantes o “chinampas” para
la siembra de hortalizas (Seves, 2018).

7.1. Técnica hidropénica: Nutrient Film Technique (NFT)

El sistema NFT (Nutrient Film Technique) o Técnica de pelicula de nutrientes, es
bastante popular entre los productores, debido a la simpleza en su disefio (Figura
12). Consiste en recircular la solucion nutritiva sobre una linea o lineas de canales
en forma de cascada, donde las raices de las plantas entran en contacto con el agua
y pueden absorber los nutrientes de ella. La solucion de nutrientes se encuentra en
un contenedor y es bombeada para poder correr por el canal o los canales. La leve
inclinacion de los canales permite que la solucién nutritiva regrese al contenedor.
La solucién nutritiva humedece las raices de cada una de las plantas con una capa

delgada de solucion (pelicula) (Castillo et al., 1983).
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Figura 12. Técnica hidropdnica NFT (Cultivos Hidroponicos “Que son, técnicas

aplicables, ventajas y desafios”, slf)

6. Ventajas del cultivo hidropénico y del cultivo en suelo.

Algunas de las ventajas mas sobresalientes del uso de la hidroponia y del cultivo

en suelo se resaltan a continuacion en la Tabla 1.
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Tabla 1. Ventajas del cultivo en suelo y del hidropdnico (Castillo et al., 1983; Pratesi,

2022).

Ventajas

Cultivo hidropénico

Cultivo en suelo

Ahorro de agua

Se pueden sembrar en general

cualquier planta

Permite cultivar en interiores (balcones,

terrazas, patios, etc.)

No se requiere de formacién o

instruccion técnica considerable.

Requiere menor espacio

No requiere de inversién inicial

El periodo de cultivo es mas corto que en la
agricultura tradicional, puesto que las raices
se encuentran en contacto directo con los
nutrientes, logrando un  crecimiento

extraordinario de tallos, hojas y frutos

Requiere menor mano de obra, pues no es
necesario trabajar la tierra (remover el
suelo, efectuar trasplantes, limpiar los
cultivos, etc.)

No existe el problema de la erosion del suelo

Al colocarse dentro de un vivero puede
controlarse la temperatura, intensidad de la

luz y la humedad.
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7. Situacion del cultivo hidropénico en México

Es una técnica que actualmente se practica, aunque la Asociacién Mexicana de
Horticultura Protegida (AMHPAC) indicé en un informe del afio 2016, que de la
agricultura protegida, solo el 19% corresponde a cultivos hidroponicos (Raymond,
2017), sin embargo, comienza a tener auge por los multiples beneficios que ofrece.
La secretaria de agricultura y desarrollo rural la promueve como una nueva
tecnologia sustentable incorporada a la produccion de alimentos (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2019). El Senado de la Republica realizé una reforma
al articulo 3° de la Ley de Desarrollo Rural Sustentable, en la que se busca
favorecer y regular la practica y el desarrollo de la hidroponia, como alternativa para
combatir la pobreza y evitar el dafio ambiental, pues reporta que Ila actividad
agricola en suelo, consume casi 70% del agua dulce disponible para el consumo
humano (El cultivo hidropdnico, alternativa para combatir la pobreza y evitar el dafio
ambiental, 2019). La secretaria de agricultura y desarrollo rural declara que en
México, el campo por explorar en la hidroponia es vasto.
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8. Una planta medicinal: Calendula officinalis L.

8.1 Taxonomia

Calendula officinalis pertenece a la familia Asteraceae. Existen aproximadamente

25 especies y la especie officinalis es la mas comun. Su clasificacion taxonémica

se encuentra en la Tabla 2 (Arora et al., 2013).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de C. officinalis

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Order Asterales

Familia Asteraceae

Tribu Calenduleae

Género Calendula

Especie Calendula officinalis

17



8.2 Nombre y sinonimias

El nombre de caléndula deriva del latin kalendeae, que para el antiguo calendario
romano era el primer dia de cada mes, comenzando con la luna nueva; fue asociado
con esta planta debido a que se podia observar en floracion a principios de mes, lo
cual alude a su amplio periodo de floracion (Acosta de la Luz et al., 2001). Por otra
parte, la “caléndula” también ha sido llamada la "hierba del sol", porque sus flores
abren por la mafana y cierran en la noche. El nombre de “officinalis” denota
especies con usos en la medicina y en la herbolaria (Acosta de la Luz et al., 2001;
Stearn, 2004). Es una especie que posee una gran variedad de nombres populares
(Tabla 3).

Tabla 3. Sinonimia popular de C. officinalis (Sarenet, s/f).

Idioma Nombres

Castellano Alta reyna, Caléndula, Copetuda, Flamenquilla, Flor de muerto,

Maravilla, Mercadela.

Aleman Ringelblume, Gold bloom, Goldblume.

Francés Souci des jardins, Fleurs de tous les mois.

Inglés Calendula, Feminell, Garden Marigold, Goldbloom, Holligold,
Pot-Marigold.

Portugués Caléndula, Maravilhas.

Italiano Cappuccina dei campi, Erba di San Giuseppe, Fior d’ogni.
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8.3 Descripcion botanica de Calendula officinalis

Es una planta herbacea aromatica y perenne (Figura 3), aunque comunmente se
describe como anual debido a que en regiones muy frias es susceptible al invierno,
y en lugares calidos también muere al llegar el verano (Ashwlayan et al., 2018).
Llega a medir entre 20 y 60 cm de alto. Tiene tallos pubescentes a menudo
ramificados desde la base. Las hojas son oblongo-lanceoladas, alternas vy
pubescentes. En los extremos de los tallos se encuentran los capitulos florales cuyo
diametro oscila entre los 3 y 6 cm y estan formados por flores liguladas marginales
y tubulares en el centro de que van del color amarillo al naranja (Acosta de la Luz
et al., 2001). Las semillas son polimorficas. Su fruto es un aquenio. El aquenio es
curvado en forma de media luna, algunos autores lo llaman ‘nugget’ (Joly et al.,
2013).

Figura 3. Calendula officinalis. A: capitulo y hojas (Arora et al., 2013), B: cabezuela
de semillas polimorficas, y C: hojas oblongo-lanceoladas pubescentes.
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8.4 Origen y distribucion de Calendula officinalis.

Es nativa de Europa central, oriental y meridional, aunque cabe destacar que hay
algunos autores que la consideran originaria de Egipto, y después introducida a
Europa, y al resto del mundo (Arora et al., 2013; World Health Organization (WHO),
1999). Caléndula officinalis se ha cultivado durante siglos en jardines ornamentales,
donde crece facilmente en suelos pobres. Fue cultivada por los egipcios, griegos,
hindues y arabes (Arora et al., 2013).

En México, Calendula officinalis puede encontrarse bajo cultivo en gran parte del
territorio y puede adquirirse facilmente en los mercados, sin embargo, carece de
informacion oficial acerca de dénde y cuanta planta se cultiva, ya que los censos
agropecuarios del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) no la

incluyen.

8.5 Historia de Calendula officinalis en México y usos tradicionales

La primera referencia que hay sobre esta planta en México es en el libro “Plantae
Novae hispaniae” de Sessé y Mocifio, que menciona que toda la planta es amarga
y un poco narcotica, expelente, sudorifica, emenagoga. Ademas, que es usada para
mejorar oftalmias, vértigos y fiebres exantematicas (Sessé et al., 1887).
Posteriormente se le menciona en el afio de 1888, en la publicacion de Eleuterio
Gonzaléz en “Un discurso y un catalogo de plantas clasificadas”, donde se indica
que la planta es estimulante y antiespasmoddica, que es usada en amenorreas,
ictericia, infeccion de los ganglios linfaticos, vomitos cronicos, cancer ulcerado,
hipertrofias de matriz e inflamacion de ojos (Gonzalez, 1888). En el siglo XX,
Maximino Martinez la describe en su libro de “Plantas medicinales de México’
como: planta herbacea extranjera, cultivada como ornamental por sus cabezuelas
color rojizo azafranado. Se usa por decoccidon para gargaras. Contra dolores de
estdmago, causados por ulcera o para el cancer. Calmante y emenagoga (Martinez,
1944).
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En la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana se expone que el uso
medicinal mas frecuente es para las anginas, nombre popular que se da a la
amigdalitis. Para su tratamiento, generalmente se utiliza la flor hervida en agua para
hacer gargaras tres veces al dia. Del mismo modo se usa contra la infeccion y dolor
de garganta también, se indica para la bilis, la calentura, paperas, tos, tos ferina,
curar mollera, contusiones, garganta reseca, torceduras, dolor de estomago, dolor
de espalda, dolor de muelas o pies. Ademas, se le considera desinfectante y
desinflamante de heridas (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana,
2009).

8.6 Metabolitos secundarios reportados en Calendula officinalis

Se han identificado algunos triterpenos glicosilados (Figura 4) como
calendulaglicosido A-F, calendulaglicosido A 6’-O-metil ester, calendulaglicosido A
6’-O-n-butil ester, calendulaglicosido B 6’-O-n-butil ester, calendulaglicésido C 6’-O-
metil ester, calendulaglicésido C 6’-O-n-butil ester, calendulaglicésido D, 6’-O-butil
ester, calendulaglicésido G 6’-O-metil ester (Yoshikawa et al., 2001). Tambien
alcoholes triterpénicos libres y esterificados, estigmasterol, monoles, dioles y trioles
del tipo de y-taraxastano como y-taraxasterol, faradiol, heliantriol B, heliantriol C
(Figura 5); del tipo de taraxasterol, como arnidiol, heliantriol B1 (Figura 6); del tipo
lupina, como lupeol, calenduladiol, heliantriol B2 (Figura 7); tipo ursanos (Figura 8),
como a-amirina, breina, ursadiol, ursatriol (Arora et al., 2013); tipo oleananos (Figura
9), que incluyen a B-amirina, maniladiol, eritrodiol, longispinogenina, heliantriol A1
(Muley et al., 2009; Wilkomirski & Kasprzyk, 1979).

Los flavonoides (Figura 10) que se han encontrado son la quercetina,
isorhamnetina, kaempferol, rutina, hiperdsido, isoquercitrina, astragalina, quercetina
3-O-glucosido, quercetina 3-O-rutindsido, quercetina 3-O-neohesperidosido,
quercetina 3-0O-2G-ramno-silrutinosido, isorhamnetina 3-O-glucosido,
isorhamnetina 3-O-rutinosido, isorhamnetina 3-O-neohesperidosido, isorhamnetina
3-0-2G-rhamnosilrutinosido (Ukiya et al., 2006).
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Triterpenos glicosilados

Calendulaglicésido A
Calendulaglicésido A 6-O-metilester
Calendulaglicésido A 6-O-butilester
Calendulaglicésido B
Calendulaglicésido B 6-O-butilester
Calendulaglicésido C
Calendulaglicésido C 6-O-metilester
Calendulaglicésido C 6-O-butilester
Calendulaglicésido D
Calendulaglicésido D,
Calendulaglicésido F
Calendulaglicésido F 6-O-butilester

Calendulaglicésido G 6-O-metilester

R

Glc
Glc
Glc
Glc

Glc
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Figura 4. Triterpenos glicosilados de C. Officinalis (Yoshikawa et al., 2001).
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Alcoholes

triterpénicos R R Rs

H CH; H
y-taraxasterol

OH CH; H
Faradiol

OH CH.OH | H
Heliantrol Bg

OH CH3;0OH | OH
Heliantrol C

Figura 5. Alcoholes triterpénicos del tipo y-taraxastano de C. officinalis (Muley et
al., 2009)

Alcoholes triterpénicos Ri Re

Taraxasterol H CHs;
Arnidiol OH CHs;
Heliantrol B4 OH CH,

Figura 6. Alcoholes triterpénicos del tipo del taraxasterol C. officinalis (Muley et al.,
2009)
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Alcoholes triterpénicos R1

Lupeol H
Calenduladiol CHs;
Heliantrol B, CH,OH

Figura 7. Alcoholes triterpénicos tipo lupina de C. officinalis (Muley et al., 2009).

Alcoholes R1 R2 R3 R4

triterpénicos

a-amirina H OH CH H
Breina H OH CH H
Ursadiol H OH CH OH
Ursatriol OH OH CH,OH |H

Figura 8. Alcoholes triterpénicos tipo ursanos de C. officinalis (Muley et al., 2009)
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Alcoholes R4 R,

triterpénicos

H CH3
B-amirina

OH | CHs
Maniladiol

H CH,OH
Eritrodiol

OH | CH,OH

Longispinogenina

Figura 9. Alcoholes triterpénicos tipo oleananos C. officinalis (Muley et al., 2009)

Flavonoides R1 R,
Quercetina OH
Isorhamnetina OCH,; |H
Kaempferol H H
Rutina OH H
Hiperodsido OH Glc
Isoquercitrin HO Gal
Astragalin H Glc
Glc

Figura 10. Falvonoides de C. officinalis (Ukiya et al., 2006).
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Las inflorescencias de C. officinalis tienen una cantidad abundante de carotenoides
que dan a las flores su color amarillo-naranja, y el tono del color depende del
contenido de pigmento y el perfil de pigmento. Se ha encontrado luteina, zeaxantina,
flavoxantina, auroxantina, B-caroteno, luteoxantina, violaxantina, B-criptoxantina,
mutaxantina (Bako et al., 2002). Por otro lado, los aceites volatiles de las
inflorecencias de C. officinalis contienen un minimo de en la etapa de pre-floracion
y un maximo en la etapa de floracion completa. Se han reportado a-cadinol, T-
cadinol; a-cadineno, limoneno, 1,8-cineol (Arora et al., 2013). Entre las quinonas
reportadas esta el a-tocoferol y la filoquinona (Janiszowska et al., 1976). De las
hidroxicoumarinas estan la scopoletina, umbelliferona, esculetina (Arora et al.,
2013). Finalmente, se han reportado acidos fendlicos como el acido clorogénico,
cafeico, cumarico y vanilico (Cetkovic et al., 2003).

8.7 Importancia terapéutica de algunos MS de C. officinalis

La quercetina (Figura 10) es un flavonoide ampliamente estudiado debido a sus
propiedades farmacoldgicas, tales como antioxidantes, antivirales, antimicrobianas,
antiinflamatorias, hepatoprotectoras, anticancerigenas, cardiovasculares vy
neurologicas (Maalik et al., 2014).

Otro flavonoide de gran interés es la rutina (Figura 10), es un glucdésido de flavonol.
Esta compuesto por quercetina (el flavonol) y el disacarido rutinosa, también es
conocido como quercetina-3-rutinésido. La rutina tiene importantes propiedades
farmacoldgicas, entre ellas la eliminacion de especies oxidantes ademas de
propiedades antialérgicas, antiinflamatorias, vasoactivas, antitumorales,
antibacterianas, antivirales, antiprotozoarias, anticancerigenas y antidiabéticas
(Sharma et al., 2013).

El lupeol (Figura 7) es un triterpeno de gran relevancia médica, pues presenta
diversas actividades farmacologicas en condiciones in vitro e in vivo. Estos incluyen
su actividad beneficiosa contra la inflamacion, el cancer, la artritis, la diabetes, las
enfermedades cardiacas, la toxicidad renal y la toxicidad hepatica (Saleem, 2009).
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La B-amirina (Figura 9) es un triterpeno que ha mostrado propiedades terapéuticas
tales como anticonvulsivas, ansioliticas, antidepresivas, antiinflamatorias,
analgésicas y hepatoprotectoras (Aragao et al., 2008; Melo et al., 2011; Oliveira et
al., 2005; Oliveira et al., 2004)

El estigmasterol (Figura 11 ) es un fitosterol insaturado. En la actualidad, se utiliza
en varios procesos quimicos disefiados para producir numerosos compuestos
sintéticos y semisintéticos para la industria farmacéutica. Es un precursor en la
biosintesis de andrégenos, estrogenos, corticoides y vitamina D. Ha sido
investigado por su perspectivas farmacoldgicas tales como antiosteoartritico,
antihipercolesterolémico, citotdxico, antitumoral, hipoglucemiante, antimutagénico,
antioxidante, antiinflamatorio y por su actividad sobre sistema nervioso central (Kaur
et al., 2011).

Figura 11. Estructura del Estigmasterol (Kaur et al., 2011).

8.8 Actividades farmacolégicas de Calendula officinalis

Algunos estudios han mostrado que es una PM que posee diversas propiedades
farmacoldgicas, entre ellas destacan las siguientes:
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Tabla 4. Propiedades farmacoldgicas de C. officinalis

Actividad farmacolégica

Referencia(s)

Efecto antidiabético y

antihiperlipidémico

Chakraborthy, 2010

Ebrahimi et al., 2019

Efecto cardioprotector

Ray et al., 2010

Antioxidante

Preethi et al., 2006

Frankic et al., 2009

Cicatrizante y antiinflamatoria

Parente et al., 2012

Ukiya et al., 2006

Antihelmintica

Purwal et al., 2010

Antiviral

Kalvatchev et al., 1997

Hepatoprotector

Manal et al., 2010

Antimicrobiana

Hamad et al., 2017
Sakharkar, et al., 2010

Efstratiou et al., 2012
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8.9 Propagacion y cultivo de C. officinalis

La multiplicacién de Calendula officinalis es por semillas, las que se diferencian en
2 clases: las exteriores arqueadas con espinitas en el dorso, y las interiores mas
pequenas casi cerradas en circulo. El peso promedio de 1 000 semillas oscila entre
10 a 15 g. Las semillas almacenadas por periodos de 2 anos pierden totalmente su
poder germinativo (Acosta et al., 2001).

La siembra puede realizarse manualmente cuando se trata de pequenas areas o
mecanicamente cuando se deben cubrir grandes extensiones; cubriendo las
semillas en los surcos con una capa ligera de tierra (2 a 3 cm); el espaciamiento
recomendable entre plantas de una misma hilera es de 35 cm (Acosta et al., 2001).
Las fechas de siembra recomendadas son desde finales de otofio hasta, incluso,
principios de primavera. La floracion ocurre aproximadamente a los 70 dias de
realizada la siembra directa, y después se mantiene durante todo el afio ( Angulo,
2013; Moore et al., 2005).

8.10 Fitopatologia

En los primeros estadios del cultivo la planta puede ser atacada por 2 coledpteros
de la familia crisomélidos: Systena basalis Duval y Diabrotica balteata, y durante la
fase de floracion por el pulgdn rojo Aphis sp y por el hemipero Bemisia tabaci.
También puede ser afectada por los hongos Puccinia flaveriae, Ascochyta sp y
Cercospora calendulae, este ultimo produce manchas circulares en las hojas
causando defoliacion (Acosta et al., 2001).
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V. JUSTIFICACION

Debido a la necesidad de un sistema continuo y uniforme de suministro de plantas
medicinales, cultivar y propagar es una estrategia importante para satisfacer el
crecimiento y la demanda (Schippmann et al., 2007). La hidroponia es una técnica
de cultivo que merece ser estudiada debido a los amplios beneficios que ofrece,
tales como facilitar la conservacion de los suelos, pues las plantas se cultivan en
disoluciones minerales dentro de un disefio de estructuras que favorecen las
condiciones idoneas para producirlas, por lo mismo, permite el aprovechamiento de
cualquier area (azoteas, jardines, suelos infértiles, terrenos escabrosos, etc.)
posibilitando el cultivo dentro de las ciudades; los ciclos de produccion son
acelerados y las cosechas tienden a ser mayores que en campo abierto (Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019). La Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural promueve esta técnica como una opcidn de desarrollo sustentable. Calendula
officinalis es una planta medicinal que se cultiva en suelo y se comercializa en los
mercados, en gran parte por sus cualidades ornamentales, sin embargo, no se ha
explorado su potencial desarrollo en sistema hidropdnico. Por lo tanto, en este
trabajo comparamos el desarrollo de Calendula officinalis en un cultivo en suelo y
en un muro verde hidropdnico. Ademas, buscamos la produccion de los metabolitos
secundarios B-amirina, lupeol, estigmasterol, quercetina y rutina, los cuales se han

reportado en la planta y son de amplio interés en el campo de la terapéutica.
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VI. OBJETIVO GENERAL

Comparar el crecimiento y la produccion de MS en las inflorescencias de Calendula
officinalis cultivada en suelo (CS) y en muro verde hidroponico (MVH).

Objetivos particulares:

e Establecer las condiciones propicias para el cultivo Calendula officinalis en el
MVHy en CS.

e Realizar un analisis edafolégico de la parcela del sistema de CS, previo al
cultivo de Calendula officinalis.

e Comparar la produccion de capitulos por seis meses, asi como la biomasa
total, la biomasa de la raiz, y la longitud en las plantas y de la raiz de C.
officinalis al final del experimento en el MVH y del CS.

e Obtener los extractos organicos de los capitulos de C. officinalis de ambos
sistemas de cultivo cada mes durante seis meses y calcular los rendimientos.

e FEvidenciar con cromatografia en capa fina la presencia o ausencia de
metabolitos de naturaleza terpénica (lupeol, B-amirina y estigmasterol) y
fendlica (quercetina y rutina) de las inflorescencias de C. officinalis.
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VII. HIPOTESIS

El desarrollo de las plantas de C. officinalis se vera beneficiado en el MVH, pues
antecedentes o reportes previos de cultivos hidroponicos afirman que es una técnica
que reduce el tiempo de crecimiento de las plantas y mejora el desarrollo de estas,
al proporcionarles todos los nutrientes necesarios de forma continua. En vista de
que también en el CS pueden formarse complejas asociaciones con la microbiota
del suelo, se infiere que en este ultimo las plantas deben desarrollar mejores
competencias ecoldgicas y por lo tanto, la produccion de MS podria verse

favorecida.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS
1. Ubicacion

El cultivo de C. officinalis se realizé de septiembre 2019 a febrero del 2020; en las
instalaciones de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM), en la Ciudad de México, México. Coordenadas: 19°19°27.9°N
99°10°44.7°°0. A una altitud de 2250 m.

2. Adquisicion de plantas

Se compraron 80 plantas adultas (entre 3-4 meses de edad aproximadamente) en
el mercado de San Luis Tlaxialtemalco, Xochimilco, Ciudad de México, México.
19°16'00.3"N 99°02'07.4"0O

3. Elaboracion del sistema hidropénico

Con tablas de madera de pino se construy6 un bastidor de 2m x 2m. Se colocé
sobre una reja vertical. Se perforaron cinco tubos PVC de 2 m de largo y 10 cm de
diametro lateralmente, formando 8 circunferencias de 10 cm de diametro. Cada uno
de los cinco tubos se coloco sobre el bastidor con una inclinacién aproximada de
1.7° y con pendientes opuestas entre ellos. Se sujetaron con alambre recocido. Se
instalaron 4 tubos pequenos de PVC verticales de 40 cm de largo y 5cm de diametro

conectando los tubos inclinados (Figura 13).

Se anadié un contenedor con capacidad de 100 L al sistema. El contenedor se
cubrié con tela impermeable a la luz. Sobre el contenedor se adapté una bomba
sumergible. Se conectdé una manguera desde el contenedor hacia el tubo PVC mas
elevado. Otra manguera se conectdé desde el tubo PVC de la zona inferior al
contenedor (Figura 14).

33



=0

[ I i
Bastidor de madera
Tubos pequeiios de PVC H“ ‘ [
) I o ¢
Tubos PVC

D]

g p—e0 " " )
S I Q— = 77>

Figura 13. Primera parte de la construccion del muro verde hidropdnico
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Figura 14. Segunda parte de la construccion del muro verde hidropénico
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3.1. Siembra en el sistema hidropénico y construccion del muro verde
hidropénico (MVH)

Inicialmente se colocaron 40 plantas en el MVH, de las cuales sobrevivieron 30.
Cada planta se coloc6 en una maceta de 10 cm de diametro y 7 cm de profundidad
y se rellend con agrolita y corteza de coco (sustratos inertes). Se colocé una tira de
tela absorbente de la marca Great Value 1 cm x 15 cm en la raiz que emergi6 por
la parte inferior de la maceta y estuvo siempre en contacto con la solucién

hidropdnica (Figura 16).

A continuacion, la Figura 15 muestra la construccion final del MVH.

Figura 15. MVH terminado
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3.2. Condiciones del MVH

La solucion hidroponica se mantuvo a flujo continuo y se cambié cada 15 dias. Se
prepard una solucién de acuerdo con las especificaciones del productor de la
mezcla nutritiva. Se disolvieron 23 g de la mezcla en 10 L de agua corriente. El pH
se mantuvo en 6.5 y la conductividad eléctrica en un rango de 1.9-2 mS/cm. La
composiciéon de dicha mezcla se muestra en la Tabla 5. Se realizé labor de
prevencion y control de plagas con insecticida de la marca Karate.

Se monitoreo la temperatura y la humedad del cultivo con un dispositivo Data Logger
de Onset Hobo MX2301 (registros en ANEXO 1).

Tabla 5. Composicion de la mezcla nutritiva hidroponica.

MgSO4 21%

KNOs 19%

KH2PO4 9.3%

Ca(N03)2 42%

Acido citrico 3.3%

EDDHA-Fe'" 0.4%

Micronutrientes 5% de la marca Peters-profesional’

'El fabricante de los micronutrientes “Peters-profesional” reporta que su mezcla
esta conformada por Zn 4.5%, Mo 0.04%, Mn 8%, Fe 7.5%, Cu 2.3%, B 1.35 % y
S 13%.
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Suelo; B: Siembra en el MVH
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4. Elaboracion de la parcela:

En un recuadro de suelo 2m x 2m se preparo un sustrato a base de: tierra negra,
agrolita, tierra de hoja y tezontle 1:1:1:1 (Figura 17). El suelo permaneci6é durante
dos meses bajo condiciones naturales y después se tomaron muestras para el
analisis edafologico.

» 2m - Tierra de hoja Tierra negra
| [j @
2m ;
Agrolita Tezontle
\] (j [j

Figura 17. Preparacion del sustrato de la parcela
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4.1. Analisis edafolégico

1. Toma de muestras

Cada muestra se recolecté como lo marca la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-
021-SEMARNAT-2000, que establece las especificaciones de fertilidad, salinidad,

clasificacion de suelos, estudios, muestreo y analisis.

Se marcaron 10 puntos para la colecta de muestras compuestas, que consiste en
dos tomas de suelo a distintas profundidades, a 5 cm y a 10 cm respectivamente
(Figura 18).

Figura 18. Puntos de toma de muestras de suelo en la parcela.
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2. Determinaciones edafologicas

Se realizaron las siguientes determinaciones:

Determinaciéon de pH. Se realiz6 mediante un método electrométrico con un pH-
metro marca HANNA Instruments, hecho en Rumania.

Conductividad eléctrica. Se determiné con un conductimetro marca LaMoTTE
hecho en USA.

Cationes Na®, K*. Primero se extrajeron con acetato de amonio 1N, pH=7 y después
se determinaron por flamometria.

Cationes Mg'*, Ca'™. Se extrajeron con acetato de amonio 1N, pH=7 y se
determinaron por absorcién atomica.

Contenido de Fésforo. Se cuantificd por el método de Bray-Kurtz, usando acido
ascorbico como agente reductor (Bray & Kurtz, 1945).

Textura del suelo. Se determino por analisis de Bouyoucos (Bouyoucos, 1962).
Contenido de Nitratos. Se realiz6 el método de nitracion del acido salicilico
(Vendrell & Zupancic, 1990).

4.2. Siembra en suelo (CS)

Se colocaron 40 plantas en suelo, de las cuales sobrevivieron 31 y solo se tomaron
30 para el experimento. Cada planta se coloc6 en una maceta de 10 cm de diametro
y 7 cm de profundidad y se rellend con sustrato de la parcela. Se colocé una tira de
tela absorbente de 1 cm x 15 cm en la raiz que emergio por la parte inferior de la
maceta (Figura 16). Finalmente se colocaron dentro de la parcela.

4.3. Condiciones del CS

Se reg0 diariamente a las 12 hr del dia. Se deshierbaba cada que fuera necesario.
Se realizd labor de prevencion y control de plagas con insecticida de la marca
Karate.
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Se monitoreo la temperatura y la humedad del cultivo con un dispositivo Data Logger
de Onset Hobo MX2301 (registros en ANEXO 1).

5. Desarrollo de las plantas

Semanalmente se realizé un conteo del numero de capitulos producidos por cada
planta del MVH y del CS (30 en cada sistema), y se obtuvo un valor promedio por

mes.

Se midio la altura inicial (80 plantas) y final (30 en cada sistema) de la parte aérea
de C. offcinalis del MVH y del CS. Al final del experimento, se limpiaron
cuidadosamente las raices con agua y se determind la longitud alcanzada (30
plantas de cada sistema). Posteriormente, las 60 plantas se colocaron en periodico
y se dejaron secar para la determinacion de biomasa total y, la de biomasa de la

raiz.
6. Toma de muestras para el analisis fitoquimico.

Se formaron 3 grupos de 10 plantas en cada sistema de cultivo. Se tomaron todas
las cabezuelas en antesis de cada grupo a las 13 hr una vez al mes. En total se
realizaron 6 colectas. Las muestras de cada colecta se cubrieron con papel y se
dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez secas, se extrajo el caliz y se

determiné el peso de cada muestra.
7. Fitoquimica

Se realiz6 la técnica de maceracion. Se hicieron extracciones sucesivas de una
misma muestra con hexano, acetato de etilo y metanol respectivamente del material
vegetal colectado. Cada muestra se dejé reposar 24 hrs en cada disolvente
correspondiente. El exceso de disolvente se dejo evaporar a temperatura ambiente
en una campana de extraccién. Finalmente se calculé el rendimiento de los

concentrados.

Por otro lado, se realizo la identificacidn de terpenos y flavonoides por cromatografia
en capa fina. Para lo cual se usaron placas de silica gel (Merk) de 10 x 10 cm con

41



0.1 mm de espesor. Los terpenoides se identificaron en los concentrados hexanicos
y de acetato de etilo. Cada concentrado se disolvio en 1 ml de disolvente (hexano o
acetato de etilo segun la muestra correspondiente), y se realizaron 6 aplicaciones
con un mismo capilar sobre la placa. Los estandares usados fueron: lupeol,
estigmasterol y -amirina de la marca Sigma —Aldrich. Las placas se colocaron en
una camara de cromatografia con una fase movil de hexano-acetato de etilo (8:2
v/vl). Para la revelacion se uso el reactivo de anisaldehido (Wagner & Bladt, 1996)

Los flavonoides no glicosilados se identificaron en los concentrados de acetato de
etilo. Cada concentrado se disolvio en 0.5 ml de acetato de etilo y se realizaron 12
aplicaciones con un mismo capilar. El estandar usado fue quercetina de la marca
Sigma — Aldrich. Las placas se colocaron en una camara de cromatografia con una
fase movil de cloroformo: acetona: acido formico (8: 1: 1 v/v/v). Para el revelado se
uso el reactivo de productos naturales (Wagner & Bladt, 1996) y fueron observadas

en una camara de luz ultravioleta a 365 nm.

Para la identificacion de flavonoides glicosilados cada concentrado metandlico se
disolvié en 1 ml de metanol y se realizaron 6 aplicaciones con un mismo capilar. El
estandar usado fue rutina de la marca Sigma — Aldrich. Las placas se colocaron en
una camara de cromatografia con una fase movil de acetato de etilo: acetona: acido
férmico: acido aceético: agua (9: 1: 1: 1: 1 v/viviv/v). Para el revelado se uso el
reactivo de productos naturales (Wagner & Bladt, 1996) y fueron observadas en

una camara de luz ultravioleta de 365 nm
8. Analisis estadistico

Se utilizé el programa de computadora Prism 6 de la empresa GraPhpad Software.
Se realizaron t-Student para las comparaciones entre dos grupos. En el caso de
varios grupos se hicieron analisis de varianza ANOVA de una via, junto con una

prueba de comparacion multiple Tukey.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudio edafolégico.

Los resultados de las pruebas edafologicas se compararon para su interpretacion

con los parametros de

la NOM-021-SEMARNAT-2000, que establece

las

especificaciones de fertilidad, salinidad, estudios, muestreo, analisis y clasificacion

de suelos. Los resultados obtenidos de estas pruebas y su interpretacion se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados del analisis edafolégico del sustrato del CS.

Parametro Profundidad | Valor determinado Interpretacion

pH DeOab5cm |6.075 Adecuado
De5a10cm | 5.925

Conductividad |DeOabcm | 162.6 uS Adecuado
De 5a10cm | 245 uS

Na* DeOa5cm |460.1 mgNa/Kg Adecuado
De 5a 10 cm | 1237.2 mgNa/Kg

K* DeOab5cm | 358.76 mgK/Kg Adecuado
De 5a 10 cm | 450.70 mgK/Kg

P DeOa5cm | 20.770 mg P/Kg Adecuado
De 5a 10 cm | 22.662 mg P/Kg
DeOa5cm |574.5 mg Mg/Kg Adecuado
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Mg* De 5a 10 cm | 417.0 mg Mg/Kg

ca™ DeOa5cm |4050.4 mg Ca/Kg Adecuado

De 5a 10 cm | 2584.4 mgCa/Kg

Textura 0-10 cm Arcillas 36% Franco arcillosa
Limos 30%
Arenas 33%

Nitratos DeOab5cm | 16 mg/Kg Adecuado

De 5a 10 cm | 26 mg/kg

El analisis edafolégico del sustrato del CS nos muestra que el suelo cont6 con una
composicion cuantitativa éptima y textura ideal para la siembra. Mientras tanto, el
sistema de MVH cont6 con una solucion nutritiva completa para las plantas (Tabla
5).

En la actualidad se sabe que el cultivo en distintos tipos de sustratos modifica el
desarrollo y en la produccién de MS (Loreto & Schnitzler, 2010; Ullah et al., 2012;
Wallaart et al., 2000). En un experimento con C. officinalis, se compararon distintos
sustratos para cultivo en suelo, los resultados mostraron variaciones en el
desarrollo. Los autores reportaron mayor altura, numero de hojas y produccion de
capitulos en un sustrato con residuos de cultivo de maiz, versus un sustrato con

estiércol o simplemente un suelo arcilloso (Hammad, 2014).

2. Comparacién de la produccién de capitulos

La medicina tradicional nos dice que para C. officinalis, los capitulos florales son los
que se usan principalmente (Biblioteca de la medicina tradicional, 2009), y son

también estos en los que recae el interés ornamental, pues las flores son las que
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principalmente dotan de gran belleza a la planta. Debido a esto, es muy importante
medir la produccién de capitulos en los sistemas de cultivo.

En la Figura 20 se observa la comparacién de la produccién capitulos en las plantas.
En los meses de septiembre a diciembre las plantas del MVH alcanzaron valores
alrededor de 3.5 capitulos, por otro lado, en el CS la produccion fue de 0.5 capitulos.
En los meses de enero y febrero la produccion se elevo, ya que las plantas del MVH
produjeron en promedio 6 capitulos, mientras tanto, en el CS cada planta produjo
en promedio 1 capitulo. En esta maxima produccion de capitulos en los mese de
enero y febrero, se registraron las temperaturas mas bajas del experimento, con un
promedio de 14°C, asi como también, los niveles mas bajos de humedad, 55%
(ANEXO 1)
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Figura 20. Comparacion de la produccion de capitulos en cada mes en el MVH y

en el CS. Letras diferentes indican diferencias significativas. t-Student (P<0.01).
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3. Altura de las plantas de C. officinalis

La Figura 21 muestra la altura final de las plantas en MVH y CS. La altura inicial de
las plantas fue de 20 cm en promedio. Al final del experimento, las plantas del MVH
alcanzaron una altura promedio de 25 cm; por otro lado, en el CS la altura de las

plantas no se diferencio de la inicial.
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Figura 21. Altura de las plantas de C. officinalis en MVH y en CS. Letras
diferentes indican diferencias significativas. ANOVA de una via (P <0.05) y

prueba de comparacion multiple Tukey
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4. Biomasa total

El desarrollo de la biomasa total es un factor importante en esta planta, ya que
estudios recientes (Lovecka et al., 2017) demostraron a partir de extractos acuosos
y metandlicos de las hojas y flores de C. officinalis, que las hojas contienen los
mismos MS que las flores; ademas, realizaron estudios de actividad antimicrobiana
y todos los extractos presentaron actividad bioldégica de manera dependiente a la
concentracion. Por lo que la produccion de hojas también es importante desde el
punto de vista de la terapéutica, y este factor se ve reflejado en la biomasa de la
planta. En la Figura 22 muestra la grafica comparativa de la biomasa total; se puede
ver que las plantas del MVH produjeron 20.2 g en promedio, en contraste, las del

CS solo alcanzaron una produccion promedio de 9.9 g.
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Figura 22. Biomasa total final de C. officinalis. Letras diferentes indican
diferencias significativas. t-Student (P < 0.01)
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5. Longitud de la raiz

En la Figura 23 se muestra la grafica del desarrollo de la raiz primaria en los cultivos.
Las raices de las plantas del MVH alcanzaron una longitud promedio de 14 cm,
mientras que las del CS de 22 cm. Las plantas del CS podrian requerir desarrollar
raices primarias mas largas para abastecer su hidratacion y nutricién, mientras que

las raices primarias mas cortas de las plantas del MVH tienen ya de forma continua
nutrientes disponibles.
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Figura 23. Longitud de la raiz primaria de C. officinalis en MVH y CS. Letras
diferentes indican diferencias significativas. t-Student (P < 0.01).

6. Biomasa de la raiz

El promedio de la biomasa de la raiz en el MVH fue de 5.1 g; por otro lado, el CS
tuvo valores de 2.3 g (Figura 24).
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Biomasa de raiz
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Figura 24. Biomasa de la raiz de C. officinalis en MVH y CS. Letras diferentes
indican diferencias significativas. t-Student (P < 0.01)

Se sabe que la raiz es el anclaje de la planta, y esta relacionada con la tarea de la
busqueda de agua y nutrientes que soporten el desarrollo de la parte aérea.
Obsérvese que las plantas del MVH que alcanzaron mas altura, también
desarrollaron una mayor biomasa de la raiz, la cual le ofrece un mejor sostén. En
un estudio con lechuga (Lactuca sativa L.), se observé una mayor produccion de

biomasa de raiz en un cultivo hidroponico versus un cultivo en suelo (Lei &
Engeseth, 2021).

Estudios comparativos de cultivos hidropdnicos y suelo, en guisantes, okra y pepino

(Fan et al., 2009; Gashgari et al., 2018) mostraron una mayor produccién de
biomasa total en el cultivo hidropénico.
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7. Rendimientos de los extractos hexanicos.

Los rendimientos obtenidos de las extracciones son importantes porque indican qué

tan eficiente es la produccion de los MS.

La Figura 25 muestra los rendimientos de los extractos hexanicos. Se puede ver

una tendencia constante en el CS, mientras tanto, en el MVH se observa creciente

conforme a los meses. Los rendimientos fueron mayores en el CS en los meses de

septiembre, octubre y noviembre; permanecieron iguales en los meses de diciembre

y enero; y en el mes de febrero, el MVH alcanzé mayores rendimientos.

Rendimiento (%)
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Figura 25. Comparacion de los rendimientos hexanicos en el MVH y CS. Letras

diferentes indican diferencias significativas. t-Student (P < 0.01)
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8. Perfil de terpenos en el extracto de hexano

Los perfiles cromatograficos terpenos de los extractos hexanicos del MVH y del CS
se muestran en la Figura 25. Se observa una banda correspondiente con el factor
de retencion (Rf) del estigmasterol en los dos perfiles en todos los meses. En cuanto
a los estandares de 3— amirina y lupeol, encontramos un Rf similar, por lo que se
infiere que las bandas correspondientes con el Rf de dichos estandares en los

perfiles, corresponde a una mezcla de ambos, dado que los dos MS estan

reportados en esta especie.
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Figura 25. Terpenos identificados en los extractos de hexano del MVH y CS.

Identificacion de lupeol (Lup), B— amirina (Ami) y estigmasterol (Estigm).
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9. Rendimientos de los extractos con acetato de etilo.

Los rendimientos obtenidos con acetato de etilo en el MVH y en el CS muestran
tendencias semejantes (Figura 26) y niveles estadisticamente iguales, excepto en
los meses de noviembre y febrero, donde los rendimientos fueron mayores en el
MVH.
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Figura 26. Comparacion de los rendimientos con acetato de etilo en el MVH y
en el CS. Letras diferentes indican diferencias significativas. t-Student (P <
0.01)
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10. Perfil de terpenos en el extracto de acetato de etilo

El perfil de terpenos del extracto de acetato de etilo se muestra en la Figura 27. Se
puede identificar al estigmasterol y a las bandas que corresponden a la mezcla de

lupeol y B— amirina en todos los meses. En contraste con el perfil cromatografico de

la Figura 25, se puede percibir de forma cualitativa, que la saturacién de las bandas
es menor, lo cual indicaria que el extracto de hexano acarrea mayores

concentraciones de estos terpenos.
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Figura 27. Terpenos identificados en los extractos de acetato de etilo en los
meses de cultivo del MVH y del CS. Lupeol (Lup), B— amirina (Ami) y

estigmasterol (Estigm)

11. Perfil de flavonoides no glicosilados

La Figura 28 muestra el perfil cromatografico de los flavonoides no glicosilados. En
cada perfil, se puede observar una banda correspondiente con el Rf de la

quercetina, sin embargo, la coloracion del estandar con respecto a las muestras es
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mayor, esto podria deberse a una escasa concentracion de este metabolito en las

muestras.

Figura 28. Perfil cromatografico de los flavonoides no glicosilados del extracto de
acetato de etilo del MVH y del CS; identificacion de quercetina (Quer).

12. Rendimientos obtenidos con metanol.

Los rendimientos obtenidos con metanol fueron semejantes en los meses de
septiembre, octubre, noviembre y en el ultimo mes, febrero. En los meses de
diciembre y enero el MVH present6 una baja muy marcada, mientras que el CS se

mantuvo, mostrando mejores rendimientos en estos dos meses (Figura 29).
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Figura 29. Comparacion de los rendimientos con metanol del MVH y del CS. Letras
diferentes indican diferencias significativas. t student (P < 0.01)

13. Perfil de flavonoides glicosilados

La Figura 30 muestra los perfiles cromatograficos de flavonoides glicosilados. En
ambos se puede ver la presencia de rutina en todos los meses. La coloracién del
estandar con respecto a las muestras es mayor, esto podria deberse a una menor
concentracion de este metabolito en las muestras.
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Figura 30. Perfil cromatografo de flavonoides glicosilados del extracto de metanol
del MVH y del CS; identificacion de rutina.

De manera cualitativa se puede apreciar que las bandas de los perfiles
cromatograficos (Figura 25, 27, 28 y 30) estan mas saturadas en el MVH, como
también, en los meses de enero y febrero en ambas placas. Lo anterior corresponde
a que hubo una mayor produccion de flores en dichos meses (ver Figura 20), y por
lo tanto, hubo una mayor cantidad de material vegetal colectado para la obtencién

de los concentrados.
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Los resultados obtenidos corroboran que las distintas condiciones de cultivo derivan
en variaciones en el desarrollo de la planta, como también, sugieren variaciones en
la produccidn de sus MS. Esto remite a citar las diferencias mas sobresalientes que
guardan estos dos sistemas de cultivo. Por un lado, la toma y disposicidén de los
nutrientes es distinta. En hidroponia, los nutrientes ya se encuentran en forma de
aniones y cationes listos para que las raices puedan asimilarlos continuamente (Fan
et al., 2009; Castillo et al., 1983) mientras tanto, en el suelo el suministro no es
continuo, es a partir del riego con agua (una vez al dia en este experimento), que
se forman dichos cationes y aniones asimilables para la planta. Ademas de esto,
puede haber influencia de otras formas de nutricion en el suelo que no son tan
directas, estas involucran complejas asociaciones entre las raices y la microbiota
del suelo (Harrison, 2005; Metlen et al., 2009; Bais et al., 2002). Otra diferencia que
resalta en estos dos tipos de cultivo, es la forma en que la temperatura ambiental
los afecta. Mientras que el suelo de los cultivos ofrece una matriz muy estable a la
temperatura del ambiente, el cultivo con hidroponia es mas sensible a estos
cambios, dado que la raiz que esta en constante humedad se alimenta solo con una
pequefia pelicula de solucién en un tubo de plastico (en este caso de policloruro de
vinilo, pvc) (Maucieri et al., 2019).
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X. CONCLUSIONES

1. Las diferencias en el desarrollo de C. officinalis son debidas a las
caracteristicas propias que posee cada sistema de cultivo y las condiciones
ambientales del mes.

2. El desarrollo de C. officinalis se favorecio en el MVH, al presentar mayor
biomasa total, mayor altura y mayor numero de capitulos respecto al CS. Esto
resulta muy conveniente debido a las ventajas que ofrece este sistema sobre
CS (Yoshimatsu, 2012; Castillo et al., 1983).

3. Con el CS se obtuvieron mejores rendimientos en los extractos de hexano en

septiembre, octubre y noviembre; y con metanol en noviembre y diciembre.

4. Con el MVH se obtuvieron mejores rendimientos en los extractos de hexano
en febrero; con acetato de etilo en noviembre, diciembre y febrero.

5. Se evidencio la presencia de los terpenos: B-amirina, lupeol y estigmasterol,
como también de los flavonoides: quercetina y rutina en los dos sistemas de

cultivo.

PERSPECTIVA

Realizar una comparacion de la concentracion de los MS buscados, con la técnica
analitica de cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC).
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Temperatura promedio (°C)

ANEXO 1

Registro de temperatura y humedad ambiental en el sitio de los cultivos

Las graficas muestran el registro de la temperatura y de la humedad promedio por
mes, en el MVH y en el CS durante septiembre del 2019 a febrero del 2021.
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Graficas de registros promedio de cada mes de la humedad y la temperatura en el
MVHy CS

La humedad relativa de septiembre a diciembre alcanzé valores alrededor del 70%.

Present6 una caida en enero y febrero con valores cercanos al 55%.

La temperatura marcoé un valor mayor en el mes de septiembre con 17° C, comenzo
a bajar hasta 15° C conforme llegaron los siguientes meses, octubre y noviembre.
Las temperaturas mas bajas se tuvieron en los meses de diciembre y enero, con un
valor promedio aproximado de 12° C. Posteriormente en el mes de febrero, se

presentd una elevaciéon aproximadamente a 14° C.
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