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RESUMEN

En el presente trabajo se establecié como objetivo principal: determinar la relacion
existente entre la disponibilidad de agua en el suelo con la acumulacion de
terpenos en C. ambrosioides, por lo que se determind la acumulacién de terpenos
en C. ambrosioides en invernadero con tratamientos, ¢.c.30% y c.c. 50% en los
tiempos: 1, 2y 3 (0, 7 y 14 dias respectivamente); se valoraron los parametros
fisioloégicos: fotosintesis (asimilacion de COy), conductancia estomatica,
transpiracion, asi como pigmentos fotosintéticos. Los resultados mostraron que las
condiciones optimas para la germinacién fueron, el sustrato de tierra negra con
agrolita, temperatura promedio de 25°C, humedad maxima de 82% y un
fotoperiodo de 12/12 horas. Con relacion a los terpenos, el tratamiento con c.c.
30% induce mayor acumulacion de ascaridol con 379 ug/g a las 24 hrs posteriores
del tratamiento, con diferencias significativas (a.05), asi como Cymol con un valor
de 162 pg/g. Por otro lado la produccién de pigmentos bajo condiciones de déficit
de agua muestra un comportamiento similar en todos los tratamientos, existiendo
un aumento para el dia 14 en la produccion de clorofila a, la cual mostré
diferencias significativas para el tratamiento c.c. 30%. En cuanto a la actividad
fotosintética no se presentaron cambios significativos dentro de los tratamientos.
Las condiciones evaluadas de capacidad de campo, no tienen un efecto

significativo sobre los parametros de flujo hidrico.



INTRODUCCION
Diversidad floristica de México

México es un pais megadiverso, con una gran variedad floristica, que oscila segun
estimaciones entre 22 000 y 31 000 especies (Llorente-Bousquets y Ocegueda,
2008). A lo largo de los afios el uso de las plantas que crecen y se distribuyen en
su entorno, el desarrollo del conocimiento empirico y la convivencia con otras
culturas, ha permitido difundir las propiedades curativas de las plantas silvestres.
El incremento de su empleo y el progreso alcanzado en la medicina moderna, han
permitido conocer mejor el efecto de los principios activos sobre el organismo
humano y en las ultimas épocas, al confirmarse y difundirse sus propiedades
curativas, se han requerido grandes cantidades de materia prima por lo que su
abastecimiento mediante los recursos naturales no ha sido suficiente y se ha

hecho necesario el cultivo (Acosta, 1993).
Importancia de las plantas medicinales

Actualmente , alrededor del 25-30 % de todos los medicamentos disponibles como
agentes terapéuticos se derivan de productos naturales (plantas, microorganismos
y animales) y entre 65-80% de la poblacion de paises en vias de desarrollo
dependen de plantas como primera herramienta para resolver problemas de salud
(Calixto, 2005).

En nuestro pais existe una gran diversidad de especies vegetales de origen
tropical, de las cuales unas 5 mil plantas son usadas como medicinales y dada la
diversidad vegetal podrian llegar a ser hasta 20 mil (Aguilar y Martinez, 1993;
Estrada 1994).

A pesar de la riqueza y la variedad de la flora medicinal, el porcentaje de especies
que poseen estudios fitoquimicos y farmacoldgicos es muy escaso (Mata, 1993),
sin embargo actualmente estos estudios se encuentran en expansion debido a la

gran demanda de farmacos.



Por otro lado, es importante que se conozcan diversos aspectos del uso de las
plantas medicinales. En México, por ejemplo, el 99% de ellas son silvestres
(Estrada, 1992), las cuales estan sometidas frecuentemente a situaciones
desfavorables para su desarrollo y funcionamientos éptimos ocasionadas por
alteraciones en el medio ambiente. Este conjunto de situaciones desfavorables se
conoce con el nombre de estrés medio ambiental (Barcelo et. al., 2005),
dividiéendose en estrés abiodtico y bidtico, teniendo como estrés abidtico mas

comun el déficit hidrico con mas incidencia en las plantas.

Descripcion botanica de la planta, frutos y flores de Chenopodium

ambrosioides L.

La especie C. ambrosioides es una planta anemdfila, es decir se poliniza por el
viento. En cuanto al porte o aspecto general de la planta, las Chenopodiaceas
pueden son herbaceas o arbustivas, con una duracion anual, es decir, nacen, se
desarrollan, florecen y fructifican en el mismo afo o pueden tener duracién
perenne viviendo en este caso 3 o mas afos. El indumento o superficie puede ser
carente de pelo (glabra), o bien glandular (pelos convertidos en glandulas
secretoras) o farinosas. La disposicion de las hojas en los tallos puede ser dos
hojas enfrentadas en cada nudo (opuestas) o pueden sucederse a lo largo del tallo
sin orden definido (alternas). La morfologia de las hojas es simple, es decir con
una extension continua. La flor presenta una simetria en mas de 2 planos

(actinomorfa) y pueden ser hermafroditas o unisexuales (Alfaya y Marques, 2013)
Origen

Es una especie de origen Americano y nativa de México, con una distribucion
secundaria desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina (Villasefor vy
Espinosa, 1998). Es una planta aromatica, perenne, mas o menos pubescente,
con el tallo usualmente postrado, olor fuerte, de aproximadamente 40 cm de
altura; las hojas son oblongo-lanceoladas y aserradas, de entre 4 cm de longitud y
1 cm de ancho, con pequefas flores verdes en paniculos terminales densos, cada

uno con cinco sépalos; el caliz persistente circunda al fruto, y la semillas son



negras y no mayores de 0.8 mm de longitud (Gadano et al., 2006, Jamali et al.,
2006).

Uso de la planta

La planta tiene varios nombres entre ellos podemos mencionar los siguientes:
“‘quelite apestoso”, “hediondillo”, “epazote de toro”, “hierba del zorrillo®, “epazote

del zorrillo”, entre otros (Martinez, 1996).

La infusion de hojas y flores es utilizada como remedio estomacal, carminativa,
antihelmintica y digestiva; en el Caribe y Centro América se emplea como ténico
estomacal, carminativo y antihelmintico por su accién paralizante y narcética sobre
ascarides, oxiuros y anquilostomas. Se ha comprobado que su extracto acuoso
inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus; las hojas tienen actividad
antiamebiana, antifungica, antimalarica (Plasmodium falciparum, P. vivax in vitro y
P. berghei, en ratones). El aceite posee actividad antibacteriana, antihelmintica
(particularmente contra Ascaris lumbricoides), antifungica, antileishmania,
acaricida, entre otras (Jaramillo, 2012). Durante las primeras décadas del siglo XX,
el aceite esencial de C. ambrosioides era uno de los antihelminticos de mayor uso
en humanos, perros, gatos, caballos y cerdos. Su uso decayo en la década de los

40 al descubrirse antihelminticos menos toxicos (Gémez, 2008).
Propagacion de semillas

La propagacion por semillas implica el manejo cuidadoso de las condiciones de
germinacién y las instalaciones, asi como el conocimiento de los requerimientos

de las especies de semillas individuales.

a) La semilla debe mantener el cultivar o especie que el propagador desea
cultivar.
b) Debe ser viable y capaz de germinar con vigor y rapidez para resistir en el

almacigo posibles condiciones adversas.



c) Se debe superar cualquier condicién de letargo que pudiera inhibir la
germinacién aplicando los tratamientos de pre germinacion adecuados. El
propagador debe conocer los requerimientos de la semilla.

d) En el caso de que la semilla sea capaz de germinar con prontitud, el éxito
de la propagacion depende de proporcionar las condiciones ambientales
debidas: humedad, temperatura, oxigeno, luz u oscuridad, a la semilla y a

las plantulas hasta su correcto establecimiento.
ANTECEDENTES
Composicion quimica

El aceite esencial es un liquido incoloro, o ligeramente amarillo, de consistencia no
muy viscosa, con olor penetrante y pungente parecido al alcanfor, con un sabor
ligeramente amargo que se extrae de la planta completa, especialmente de las
semillas y frutos, por destilacion al vapor (Gadano et al., 2006). Los componentes
principales son productos de naturaleza monoterpénica (C10) y sesquiterpénica
(C15), principalmente ascaridol, un peroxido terpénico, en concentraciones de
hasta el 70%, asi como limoneno, transpinocarveol, aritasona, B-pineno, mirceno,
felandreno, alcanfor y «x-terpineno (De Pascual et. al., 1980; Sagrero-Nieves et al.,
1995). Estos metabolitos secundarios son de importancia para la propagacion,

supervivencia y el éxito evolutivo de las plantas (Cavalier-Smith, 1992).

De tal manera que Jaramillo y colaboradores en el 2012 reportaron que el
compuesto mayoritario encontrado en aceite esencial de C. ambrosioides fue a-
terpineno (60,29 %), seguido de p-cimeno (20,49 %), 4-careno (7,96 %) y trans-
ascaridol (1,91 %). C. ambrosioides fue activo contra Fusarium oxysporum con un
porcentaje de inhibicion micelar de 97,3 % a 176,5 yL de aceite esencial/litro de
aire, leido a las 72 h; y un porcentaje de mortalidad contra Sitophilus zeamais de
100 % a 500 uL de aceite esencial/litro de aire, después de 24 h de exposicion. El
porcentaje de inhibicién del radical DPPH fue de 84,89 %.

Gomez en el 2008realizé una revision bibliografica encontrando que esta especie

contiene principalmente en el aceite esencial de C. ambrosioides productos de
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naturaleza monoterpénica (C10) y sesquiterpénica (C15), principalmente ascaridol,
un peréxido terpénico, en concentraciones de hasta el 70%, asi como limoneno,
transpinocarveol, aritasona, B-pineno, mirceno, felandreno, alcanfor y a-terpineol
(De Pascual, 1980, Sagrero-Nieves et. al. 1995). En la figura 1 se muestran
ejemplos de estos monoterpenos y sus derivados. Ahmed (Ahmed, 2000) aislé
algunos alcoholes p-mentanos peroxigenados de C. ambrosioides, y elucidé sus
estructuras por NMR. Realiz6é extracciones con un sistema n-hexano-Et20-MeOH
(1:1:1) y se evaporé a vacio. El extracto se fraccioné por cromatografia en
columna con un gradiente n-hexano-Et20, seguido de un gradiente Et20-MeOH.

Los productos obtenidos de las diversas fracciones se muestran en la figura 2.

2P P

ez-Terpineno Limoneno p-Terpineno p-Cimeno trans-Diol

0 OH
0 0 OH OH
Ascaridol [soascanidol 3,4-Epoxido Terpinen-4-ol cis-Diol

Fig. 1. Estructura de los principales terpenos en C. ambrosioides (Jhonson y Croteau, 1984).
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. . . oo . .
R, 45 )-1,4-dihidroxi-p-ment-2-eno (-}IR , 25,35, 45 )-1,2,3 4-tetrahidroxi-p-mentano Quenopanona

Fig. 2. Terpenos oxigenados reportados por Ahmed (Ahmed 2000).

Caferrata et. al. en el 2005 sefiala que el ascaridol (I) es un endoperdxido
monoterpénico  [(1-metil-4-(1-metiletil-2,3-dioxa-biciclo[2.2.2] oct-5-eno]; 1,4-
epidioxi-p-mentano 6 1,4-peroxido-p-ment-2-eno , de férmula molecular C1oH160>,
como se puede observar en la figura 3, que constituye el principal (60-80%)
principio farmacolégicamente activo y relativamente volati a temperatura
ambiente, del aceite de quenopodio (Chenopodium ambrosioides), vegetal

comunmente denominado “paico” o “epazote”.

Fig. 3. Ascaridol

11



Aplicacion de su composicion quimica, en distintas areas como

farmacoldgicas o medicinales.

Dentro de las investigaciones realizadas (Hegazy et. al., 2007) se ha probado que
los alcaloides, flavonoides, aceites volatiles y terpenoides presentes en C.
ambrosioides presentan un efecto inhibitorio sobre la germinacion y crecimiento de
malezas tales como Lycopersicon esculentum p. Mill (Solanaceae) y Beta vulgaris
L. var. rapa (Chenopodiaceae) y dos malas hierbas; Melilotus indica L.

(leguminacea) y Sonchus oleraceus L. (Compositae).

Jaramillo en el 2012 determind la bioactividad del aceite esencial de C.
ambrosioides contra el Sitophilus zeamais y sobre el hongo fitopatégeno Fusarium
oxysporum sp. Dianthi, reportando que C. ambrosioides exhibié importante
actividad fungicida contra F. oxysporum y fumigante contra S. zeamais, esto
debido a los ascaridoles presentes en su aceite escencial, sugiriendo asi la posible
explotacion del aceite esencial de C. ambrosioides como fuente potencial vegetal
en el control del biodeterioro por el ataque de hongos e insectos en productos

alimenticios almacenados (poscosecha).
Tipos de estrés

Debido a esto la importancia de diversos estudios para aumentar la produccion de
metabolitos. Barcelo et. al. en el 2005 demostr6 que las plantas al estar
sometidas frecuentemente a situaciones desfavorables para su desarrollo vy
funcionamientos Optimos ocasionadas por alteraciones en el medio ambiente
propician la produccibn de metabolitos. Este conjunto de situaciones
desfavorables se conoce con el nombre de estrés medio ambiental. Mediante la
seleccion natural, las plantas han adquirido una serie de mecanismos que les han

permitido sobrevivir en estas situaciones adversas.

Las condiciones adversas (estrés) a las que son sometidas las plantas pueden ser
clasificadas en dos grupos principalmente: estrés abidtico y estrés bidtico. El
estrés abidtico, se refiere a los cambios en el medio ambiente, es decir, aumento

en la temperatura, exceso de humedad, la sequia, el incremento en la salinidad
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del suelo y naja temperatura. El estrés bidtico, por otro lado, se refiere al
ocasionado por organismos vivos, como son microorganismos patogenos (hongos
y bacterias), insectos y herbivoros (Reyes et. al., 2007; Dixon y Palva, 1995). Sin
embargo este tipo de investigaciones se refieren principalmente a la acumulacién
de flavonoides y polifenoles (Figura 4) mientras que para terpenos existe una

escasa investigacion de su acumulacién debido a estos tipos de estrés.

Luz/ UV /

Antocianinas

Flavonas :
Sl Heridas
Isoflavanoides Coumestrol
Psoralenos y. \ Cumarira
= 2 Psoralenos
Patogenos — ( Acido Clorogénico
. Senalizacion Acidos Fendlicos
|soflavonoides Lignina
Estilbenos
Cumarinas %)
Furanocumarinas & w =
ERiornns ~ Baja Temperatura
Auronas e Antocianinas

3-desoxi antocianidina e
CmET

| Déficitde Agua | | 7~ ’k =
Flavonoides S \ /A 'NX |
Antocianinas W kI A I\ ( \ /
Acidos Fendlicos - 7 | J '\ , 3 g

= AN D Bajo Hierro

Bajo nitrogeno 3 | Bajo fosfatos Acidos Fendlicos
Flavonoides Antocianinas

Isoflavonoides

Figura 4. Diversos tipos de estrés abidtico y bidtico, asi como los metabolitos derivados de

estos (Dixon y Palva, 1995).

Estrés hidrico

Este estrés se produce en las plantas en respuesta a un ambiente escaso en
agua, en donde la tasa de transpiracion excede a la toma de agua. El déficit
hidrico no sélo ocurre cuando hay poca agua en el ambiente, sino también por

bajas temperaturas y por una elevada salinidad del suelo (Moreno, 2009), asi
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como bajas precipitaciones, baja capacidad de retencion de agua del suelo, baja

presion de vapor atmosférica o una combinacion de estos factores.

Siendo éste, en cuanto a la cantidad de materia vegetal afectada, el estrés mas
importante que pueden sufrir las plantas y especialmente, los cultivos. Se ha
calculado que un tercio de la superficie que potencialmente se podria cultivar en
nuestro planeta recibe un aporte de agua insuficiente para el desarrollo vegetal,
mientras que en el resto la falta de agua reduce los rendimientos agricolas en

mayor a menor medida.

Dentro de las adaptaciones que presentan las plantas ante este estrés tenemos
mecanismos que permiten tolerar el estrés hidrico (Kramer, 1980). A este tipo
pertenecen la mayor parte de las adaptaciones donde encontramos las siguientes

dos divisiones:

e Adaptacion a retardar la deshidratacion. Son aquellas adaptaciones
morfoldgicas, fisioldgicas o bioquimicas (especialmente de la fotosintesis) que
reducen la transpiracién o favorecen la captacion de agua. Ciertos autores las
definen como la capacidad de mantener alto el potencial hidrico de los tejidos
durante periodos de sequia (Skiver y Mundy, 1990).

e Adaptaciones que permiten tolerar la deshidratacion. Son adaptaciones que se
producen a nivel celular y molecular y pueden definirse como aquellas
modificaciones que permiten resistir el estrés hidrico cuando el potencial

hidrico de los tejidos es bajo (Azcon y Talon, 1993).

Efecto del estrés hidrico en la acumulacion de metabolitos en la especie o

bien es en género o bien en la familia

Las investigaciones sobre estrés hidrico revelan que la sequia reduce la
produccion de plantas medicinales y aromaticas mediante tres mecanismos
principales: primero, la absorcion, todo incidente de radiacion fotosintéticamente
activa puede ser reducida, ya sea por la sequia inducida, por la limitacién de la
expansion de area foliar, marchitamiento temporal por hoja o durante los periodos

de estrés severo, o por la senescencia prematura de las hojas. En segundo lugar,
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el estrés por sequia disminuye la eficiencia con la que absorbe la radiacion
fotosintéticamente activa es utilizada por el cultivo para producir nueva materia
seca (la eficiencia de uso de radiacion). Esto puede ser detectado como una
disminucién en la cantidad de materia seca acumulada por el cultivo, por unidad
de radiacion fotosintéticamente activa absorbida en un periodo de tiempo dado, o
como en la instantanea reduccion de todo el dosel y la tasa neta de intercambio de
CO; por unidad de radiacion fotosintéticamente activa absorbida. En tercer lugar,
la sequia puede limitar el rendimiento de grano de las plantas medicinales
aromaticas al reducir el indice de cosecha (IC). Los metabolitos secundarios son
sintetizados por las plantas debido a la adaptaciéon de estas en respuesta al estrés
biotico y abiodtico, tales como el estrés por infeccidon, exceso y déficit hidrico, el

estrés por baja temperatura, la luz visible (Sharafzadeh y Zare, 2011).

Recientemente se ha propuesto que el estrés abidtico como la sequia, el dano
solar, el déficit de nutrientes y el cambio climatico, actuando por separado, asi
como sinérgicamente pueden ser los factores importantes en el desarrollo
evolutivo y la produccion de muchos tipos de metabolitos secundarios como los

terpenos (Sharafzadeh y Zare, 2011).

Dentro de los trabajos que se tienen registrados, Mendoza en el 2013 evalué el
efecto del estrés hidrico en hierbabuena (Mentrha piperita) sobre polifenoles y
capacidad antioxidante de infusiones, obteniendo un mayor efecto en la
produccion de compuestos bioactivos para la condicion de estrés que de
rehidratacion. Las infusiones preparadas con las hojas sometidas a estrés de 22%
de humedad presentaron la mayor concentracion de compuestos fendlicos y

mayor capacidad antioxidante

Avendafno-Arrazate y colaboradores en el 2008, compararon la respuesta a la
sequia, en términos de crecimiento vegetativo, desarrollo reproductivo y la
acumulacién de materia seca de cuatro variedades de maiz sometidas a diferentes
niveles de estrés hidrico. Encontrando que en el indice de cosecha, las
variedades originales disminuyeron menos que las mejoradas; mientras que, la

biomasa fue menos afectada en las variedades mejoradas que en las originales
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conforme se prolongé el periodo de sequia. Concluyendo que las variedades
mejoradas han desarrollado un mecanismo de resistencia a sequia llamado
‘latencia”; mediante el cual, las plantas detienen su crecimiento en condiciones
extremas de sequia, pero en el momento en que nuevamente hay humedad en el

suelo, reinician su desarrollo hasta completarlo.

Ahora bien, Asensio et. al. en el 2012 han demostrado que la colonizacién de las
raices por hongos con micorriza arbuscular (AM) mejora la resistencia de la planta
a factores de estrés abidtico y bidtico y finalmente al crecimiento de las plantas. La
colonizacion de raices por hongos MA favorece la produccion en la hoja de
isoprenoides esenciales (acido abcisico, clorofila y carotenoides) en lugar de los
no esenciales (monoterpenos y sesquiterpenos) , especialmente en condiciones

de sequia o después de la aplicaciéon acido jasmonico (JA).
JUSTIFICACION

Por todo lo antes mencionado es importante el aportar investigaciones acerca de
las consecuencias que tiene el déficit de agua sobre el desarrollo vegetativo,
acumulacién de pigmentos fotosintéticos y de terpenos en cultivos de valor
medicinal, como es el caso de Chenopodium ambrosoides con lo que se
contribuye a ampliar la limitada informacién que existe alrededor de la fisiologia de
esta especie, ya que la escasa investigacion que se ha realizado, disminuye la

posibilidad de un mejor aprovechamiento tanto a nivel fisiolégico como econdémico.

HIPOTESIS

Las plantas de epazote (Chenopodium ambrosioides) bajo déficit hidrico

presentaran mayor contenido de terpenos

OBJETIVOS

GENERAL

16



e Determinar la relacidon existente entre la disponibilidad de agua en el suelo

con la acumulacion de terpenos en C. ambrosioides.

PARTICULARES

e Determinar las condiciones Optimas para la germinacion y establecimiento
de plantulas de C. ambrosioides.

e Cuantificar los niveles de terpenos en C. ambrosoides en condiciones de
déficit de agua

e Evaluar el efecto del déficit de agua sobre la acumulacion de pigmentos
fotosintéticos

e Determinar si se presenta un estrés hidrico en C. ambrosioides

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Para la experimentacion se formaron tres grupos con cinco repeticiones cada uno,
el grupo control con una capacidad de campo (c.c.) al 80%, el segundo grupo fue
asignado con una condicion de c.c. de 50%, el tercer grupo se le aplico la c.c. al
30%. La condicion de campo se les aplico a las plantas en la fase adulta y durante

su etapa de floracién hasta su muerte.
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Porcentage de germinacion.

Obtencion de semillas en cuarto de
crecimiento con temperatura promedio 25°
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Germinacion de semillas

Se limpiaron las semillas de C. ambrosoides proporcionadas por el Banco de
Semillas de Zonas Aridas y Semiaridas de México ubicado en la UBIPRO de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala, colectadas en San Rafales, Coxcatlan,
Puebla. Una vez limpias se establecieron las condiciones optimas de
escarificacion de semillas mediante tratamientos fisicos, para tal caso se frotaron
las semillas en un tamiz del # 12, asi como quimicos, previa desinfeccion con
NaClO al 1% durante 5 minutos, seguido de enjuague 3 veces con agua destilada.
Las semillas se dejaron en imbibicion en agua destilada una noche para ser
sembradas posteriormente en sustrato, papel y agrolita con tierra proporciéon 1:1,
para evaluar porcentajes de germinacion.

Las plantulas obtenidas fueron trasplantadas a semilleros con el sustrato con
mayor porcentaje de germinacion.

El material biolégico se colocé en el cuarto de crecimiento a una temperatura
promedio de 25°C, con una maxima de 33.1°C y una minima de 27.4°C; Humedad
maxima de 82% y un fotoperiodo de 12/12 horas, con flujo foténico de 81umol m-
2s-1. Los resultados se expresaron en términos de porcentaje de germinacion,
tiempo promedio de germinacion, tasa maxima de germinacién y sincronia; la

germinacion fue considerada como la emergencia de la radicula.

Propagacién en invernadero

Una vez obtenidas las plantulas de C. ambrosioides con un minimo de 4 hojas, se
establecieron en el invernadero de la FES-Iztacala, UNAM en Tlalnepantla, Estado
de México, ubicado en las coordenadas N 19°31°17.7” W 99°11°19.5” a 2254 m
s.n.m. Las plantulas se trasplantaron de los semilleros a macetas con la mezcla de
sustrato elegido en pruebas preliminares a saturaciéon con solucion Hoagland
completa, para evitar deficiencias nutricionales. Las condiciones ambientales del

invernadero (temperatura y luminosidad) se registraron cada 30 minutos por medio
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de un dispositivo HOBO UA002-64 Pendant temp/light, Serial 986598, version
1.0.6.

Déficit de agua

El déficit de agua se defini6 con base en los resultados de capacidad de campo
del sustrato seleccionado y en el punto de marchitez permanente. Se realizaron
mediciones de los parametros fisioldgicos con el fin de asegurar la condicion de
estrés 6ptima. La cantidad de agua fue de 80%, 50%, y 30% para los tratamientos,
siendo el 80% el grupo control.

Dicho tratamiento se aplico en la fase de adultez de la planta y asi

consecutivamente en cada etapa que siguio a esta.

Tasa de crecimiento

Desde la germinacion de las semillas de C. ambrosoides, se registro la fenologia
de las plantas: dias a emergencia (E), inicio de floracion (R6) y madurez fisiologica
(R9).

Las mediciones se realizaron localizando las hojas, se les midi6 el largo y el

ancho, la altura de la planta, el numero de hojas y vastagos.

La medicion de las dimensiones se repitié a intervalos de tiempo adecuado. Se
registr6 el numero de hojas nuevas y vastagos, y aspecto, crecimiento y

longevidad de cada 6rgano.

Pigmentos fotosintéticos

Para la cuantificacion de los diferentes pigmentos se utilizaron discos de hojas
provenientes de los tratamientos, previamente congeladas en nitrégeno liquido y

almacenadas a -80°C propuesto por Lichtenthaler en 1987.

20



Los pigmentos se extrajeron a partir de 0,1 g de peso fresco y se homogeneizaron
en 10 ml de acetona al 80% durante 2 minutos en oscuridad. Con el fin de eliminar
los restos de material vegetal, el homogeneizado se centrifugd a 3000 rpm durante
15 minutos en tubos protegidos de la luz, para evitar de esta manera la
fotodegradaciéon de los pigmentos. El sobrenadante se volc6 a otros tubos
fotoprotegidos, desechandose el precipitado.Se tomaron 0,2 ml del sobrenadante
anterior a los que se afnadieron 2 ml de acetona al 80% y se agit6. Posteriormente
se midi6 la absorbancia a 750, 663 y 646, empleandose como blanco la acetona al
80%. Igualmente el contenido de carotenos y xantofilas (carotenoides) se

cuantificaron a 470 nm (Lichtenthaler, 1987).

La concentracion de clorofilas se calculd6 mediante las siguientes formulas,

teniendo en cuenta que el disolvente empleado es acetona al 80%:

Chla (ug / ml) = 12,25 x A663 — 2,79 x A646
Chlb (ug / ml) = 21,50 x A646 — 5,10 x A663

Chla+b = 7,15 x A663 + 18,71 x A64

1000 x A470 — 1,82 Chla — 85,02 Chlb
Cx+c (Carotenoides) (ug/ ml) =

198
x + ¢ = xantofilas + carotenos

Identificacién y cuantificacion de metabolitos secundarios

Terpenos

Se realizé un extracto hexanico durante 24 horas, posteriormente se centrifugd a

14000 rpm durante 3 minutos, previa inyeccion en el GC-MS. Se inyecté de modo
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split (volumen de inyeccion de 1 pL) a un cromatografo de gases Agilent
technologies 6850 equipado con una columna capilar Agilent HP-5;S 5% fenil metil
siloxano con un grosor de pelicula de 0.25um; acoplado a un espectdémetro de
masas 5975C VL MSD, Agilent technologies.

El programa de temperatura del horno inicio a 70°C, con una primera rampa a
20°C/min hasta 230°C, y la segunda rampa a 8°C hasta 280°C. La temperatura del
inyector fue de 250°C. Los parametros de operacion del MS fueron los siguientes:
un voltaje de ionizacion 70ev, temperatura de la fuente de ionizacion electrénica
de 230°C, temperatura del cuadrupolo de 150°C y un rango de escaneo de 35 a
750 unidades de masa atomica. El gas acarreador fue helio, con un flujo de 20 ml
min-1. Todos los productos de terpenos fueron identificados con el software
Agilent Technologies usando la biblioteca NIST08, usando 4-isopropilfenol
Aldrich®, CAS 99-89-8, como estandar interno (Abu-Lafi et al., 2008) y en el caso
del timol (CAS 89-83-8) y el carvacrol (CAS 499-75-2) se usaron los estandares

auténticos Sigma-Aldrich®.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los terpenos y parametros fisioldgicos entre los diferentes
grupos experimentales se contrastaron aplicando una ANOVA de dos factores con
medidas repetidas (los dos factores a analizar fueron los tiempos y los
tratamientos) con a =0.05 para cada uno de los parametros fotosintéticos y para la

acumulacién de los metabolitos, asi como una prueba de Tukey a 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Germinacion

Dentro de los resultados de porcentaje de germinacién, se obtuvo que el mejor
medio para este cometido es sustrato (tierra negra con agrolita proporcion 1:1),
con un porcentaje de germinacién del 62% al dia 11 como se observa en la Fig. 5,
esto debido a que el sustrato le proporciona los nutrientes necesarios, asi como la
captaciéon de humedad necesaria para que esta eclosione. Contrario a esto se
observo que la germinacion en papel al dia 11 alcanza tan solo un 30%, esto se
explica por el exceso de humedad que esta contenia, no permitio el flujo de
aireacion ni ningun nutriente a la plantula cuando esta salia, por tanto moria la
plantula o simplemente no habia una germinacién en las semillas. Las condiciones
optimas para la germinacién con el sustrato de tierra negra con agrolita fue con
una temperatura promedio de 27.4°C, con una maxima de 33.1°C y una minima de

25 °C; Humedad maxima de 82% y un fotoperiodo de 12/12 horas.

Porcentage de Germinacion

% de semillas germinadas

Medios de germinacion

Figura. 5. Porcentaje de germinacion a los dias 3, 4, 6, 8 y 11 dias con papel y
sustrato tierra negra con agrolita, proporcién 1:1.
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Seguidamente los resultados del peso seco al finalizar el ciclo de vida de C.
ambrosioides encontramos que una disminucién en el tratamiento con CC 30%
(Fig. 7), lo que nos indica una pérdida de vegetacion, lo cual concuerda con lo
reportado por Nufiez et al. 1998, quienes trabajaron con frijol comun, pues frente
al déficit hidrico obtuvo una baja en la produccidon de materia seca en la parte
aérea de la planta, esto debido al aumento de la tasa de senescencia en sus
tratamientos. Esto ultimo se ve reflejado en la pérdida de hojas, ya que como
podemos observar hay un aumento en la senescencia de estas, observando que a
partir del dia 76 hay una mayor pérdida de hojas, siendo de 4 a 7 hojas las que se

pierden en comparacién con el control que pierde entre 2 y 4 hojas (Fig. 7).

Promedio de hojas muertas
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Fig. 7. Promedio de hojas muertas a lo largo de 120 dias y peso seco al finalizar el ciclo

de vida de Chenopodium ambrosioides representado en gramos.
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TERPENOS

En cuanto a los resultados del analisis de terpenos se observa el efecto del
déficit de agua sobre la acumulacion de terpenos en C. ambrosioides. En la Fig. 8
se presentan los resultados obtenidos en la acumulacion del ascaridol, donde se
puede observar una tendencia general de incremento conforme transcurren los
dias del experimento, el grupo Control registré los mas bajos niveles de
concentracion de Ascaridol con un valor de 54 ug/g en el dia 1; los valores en los
que se encuentra el grupo van de los 54ug/g a los 568ug/g. La condicién de cultivo
con déficit de agua mostré6 un aumento en las concentraciones a las 24 hr
posteriores del tratamiento de c.c.30% con un valor de 379ug/g, el tratamiento de
c.c.50% permanecio similar al grupo Control. Observando diferencias significativas
entre los tratamientos a lo largo de los 3 muestreos en el grupo control, asi como

para el grupo con c.c. 30%.
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Abundancia de Ascaridol
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Fig. 8. Promedios de las concentraciones de ascaridol en C. ambrosioides bajo déficit
de agua a CC30% y CC50% n=5

Las concentraciones de cymol muestran un comportamiento similar al del
ascaridol, el grupo control presenta los mas bajos niveles de ascaridol con 12 pg/g
en el dia 1. Los valores en los que varia el terpeno van de 12ug/g a los 198ug/g.
Por otro lado, el déficit hidrico mostré6 un aumento significativo (a=05) en las
concentraciones con el tratamiento de ¢.c.50% con un valor de 103ug/g para el dia
7, el tratamiento de c¢.c.30% obtuvo el valor mas alto para el dia 1 con 162ug/g, en
ambos tratamientos permanecieron por debajo del grupo control para el final del
experimento. Del mismo modo que los resultados de ascaridol, se encontraron

diferencias significativas para el grupo control y el grupo c.c. 30% durante los tres
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muestreos, sin embargo para el grupo c.c. 50% solo se observaron diferencias

significativas para el tiempo 2.

Abundancia CYMOL
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i Control
i CC 50%
L CC 30%

Fig. 9. Promedios de las concentraciones de Cymol en C. ambrosioides bajo déficit de agua a

CC30% y CC50% n=5

Los tratamientos evaluados en el presente trabajo muestran que, el tratamiento

con c.c. 30% registran mayor acumulacién de ascaridol y de cymol al principio de

la experimentacién con los tratamientos. La evaluacion de terpenos en el presente

trabajo, muestra que el principal compuesto activo del epazote es el ascaridol, lo

cual esta acorde con trabajos previos donde se reporta un 60-80% de ascaridol en
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el aceite esencial de C. ambrosioides y en 1% en peso fresco, junto con niveles
significativos de «-terpineno (Gomez 2008). A su vez, Marangon et al. (2008)
reporta como compuestos mayoritarios al ascaridol (61.4%), carvacrol (3.9%), y B-
pineno (2%). En el presente trabajo no fue evaluado el aceite esencial sino un
extracto organico a base de diclorometano de una hoja por individuo, donde se
encontraron valores maximos con déficit hidrico de 379ug de ascaridol en 1g de
tejido fresco en el tratamiento de c.c. de 30%, el valor maximo registrado en el

grupo control fue 568ug de ascaridol sobre 1g de tejido fresco.

Si bien todos los tratamientos obtuvieron efectos positivos en la produccion de
metabolitos secundarios, el comportamiento fue distinto entre los tratamientos y el
grupo control, ya que se muestra una disminucion en las concentraciones al final
del experimento por parte de la mayoria de los tratamientos y un aumento por
parte del grupo control. En este sentido, se debe mencionar que en la presente
investigacién solamente se analizaron terpenos, ya que este tipo de compuestos
son los que se han asociado con sus propiedades medicinales, sin embargo, se
sabe que el déficit hidrico se ha relacionado con otros metabolitos, tales como
antioxidantes y prolina (Mendoza 2013; Martinez y Moreno 1992). Los valores de
terpenos del grupo control se comportan con un ligero incremento durante el
experimento; esto podria ser explicado debido al desarrollo vegetativo de la
especie, donde trabajos como el de Johnson y Croteau., (1984) observaron que en
los aceites esenciales obtenidos de hojas jévenes se observa menor de ascaridol,
mientras que en los aceites esenciales con hojas maduras la concentracion de

ascaridol llegoé a niveles mayores, 1o que apoya nuestros resultados.
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En el analisis del contenido de terpenos se registré un aumento de 322 pg en el
tratamiento de c.c. 30% a corto plazo en relacion con el grupo control a largo
plazo, dicho tratamiento con mas deficiencia de agua es efectivo en medida que el

ascaridol sea requerido en un periodo de 24hrs.

El cymol al igual que el ascaridol mostr6 un comportamiento en aumento
conforme el tiempo en el grupo control. Es importante mencionar que en contraste
con las proporciones de ascaridol y cymol determinadas en este estudio, trabajos
previos reportan que el cymol constituye el 50% del aceite esencial de extractos

de C ambrosioides (Tapondjou et al; 2002).

PIGMENTOS FOTOSITETICOS

Los pigmentos fotosintéticos que se muestran en la Fig. 10 presentan un
aumento en las concentraciones de clorofilas para el dia 14, alcanzando valores
maximos para los tratamientos cc.30% y cc.50%; la chib muestra la misma
tendencia de la clorofila a el valor maximo 430ug/g para c.c30%, el grupo control
se mantienen por debajo de los 300ug/g; las Xantofilas tienen su valor maximo de
451ug/g para c.c30% mostrando diferencias significativas (a.05), los grupos
control se mantienen por debajo de los 300ug/g. Los pigmentos fotosintéticos
totales reflejan un aumento de las concentraciones de pigmentos para el dia 14 en

las plantas sometidas a estrés.
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La produccién de pigmentos bajo condiciones de déficit de agua muestra un
comportamiento similar en todos los tratamientos, existiendo un aumento para el
dia 14 en la produccién de clorofila a mostrando diferencias significativas para el
tratamiento c.c. 30%, al contrario de lo reportado por Moeini et al.(2006) donde el
estrés por sequia ocasiona una pausa en la actividad de los cloroplastos, lo que
disminuye la cantidad de clorofila; por lo tanto la formacion de la clorofila a y b.
Esto debido a que en condicion de déficit de agua la concentracién de aminoacido
prolina aumenta, ya que la clorofila y prolina son ambos sintesis de la misma
sustancia, por lo que podemos decir que el aumento en la sintesis de prolina
conduce a la disminucion de la sintesis de la clorofila en la condicién de estrés
por sequia. Lo que propone que para el déficit hidrico la sintesis de prolina
disminuyd y la produccion de clorofilas aumentara para el tratamiento ¢.c.30%, por
lo que se sugiere una evaluacion de la sintesis de prolina en estudios posteriores.
En el déficit hidrico la produccién de xantofilas muestra un aumento significativo
en el tratamiento de c.c. 30% para el dia 14, lo cual es la respuesta de las plantas

sometida a estrés para evitar la fotoxidaciéon (Devlin, 1982).
PARAMETROS FISIOLOGICOS

La actividad fotosintética no muestra cambios drasticos en las plantas sometidas
a estrés (figura 4), donde el valor maximo 12.5 ymol CO,ms™2 s~" fue registrado en
el tratamiento de c¢.c.50% al dia 14 sin diferencias significativas, el valor minimo es
de 1.7 pmol CO,ms™2 s™! en el mismo tratamiento parar el dia 7. El grupo control

registro valores entre 2.9 a 6.8 umol CO,ms™2 s™', todos los grupos mostraron un
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ligero aumento para el dia 14 esto debido al crecimiento morfoldgico de la planta y

su demanda fotosintética.

Fotosintesis

M Control
i CC 50%

3 - T [  ucc30%

mol H,Oms™2s71

Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3
Tiempos

Fig. 11. Promedios de las concentraciones de Fotosintesis en C. ambrosioides bajo déficit de
agua a CC30% y CC50% n=5
Estos aatos opteniaos coinciaen con 10 reportaao por Farqunar y Snarkey en
1982, dado que comprobaron que el estrés hidrico en papa afecta
significativamente a los procesos de intercambio gaseoso en las hojas, los que se
manifiestan como limitaciones estomaticas que alteran el metabolismo
fotosintético a nivel de tejido del mesofilo, coincidiendo a su vez con el trabajo de

Singh et al. 1973 asi como Blum y Ebercon en 1976, acertando en que la prolina

tiene un rol importante en la recuperacién de las plantas una vez terminado el
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periodo de estrés hidrico. Una funcion protectora de enzimas, dada la capacidad
de la prolina para ligar agua a proteinas y asi mantener su hidratacién, también ha
sido propuesta por Schobert en 1979. Por lo que la capacidad de las plantas para
continuar fotosintetizando durante el estrés hidrico y para recuperarse
rapidamente después, es un importante indice de la resistencia a la sequia, la cual

se puede observar en C. ambrosioides.

En cuanto al flujo hidrico que presentan las plantas sometidas a déficit hidrico,
muestra efectos en la actividad estomatica y la transpiracion, en el tratamiento de

en la

c.c.50% en el dia 1 con el valor maximo de 0.02 mol H,Oms™? s~
conductancia estomatica y en el grupo control con el valor maximo de 0.001 mol
H,Oms™2 s~', en cuanto al comportamiento estomatico presenté mayor actividad
en el tratamiento c.c. 50%, mientras que para el tratamiento de c.c.30% fluctuaba
entre los valores del grupo control. La transpiracion registré valores maximos de
0.42 mol H,Oms ™2 s~" en el grupo Control —dia 7 y 0.02 mol H,Oms™?s~" en el cc.

50%-dia 1 en contraste a con los valores de cc.30%, sin ninguna diferencia

significativa como se muestra en la Fig. 12.

La disminucién de la conductancia en los tratamientos con déficit hidrico coinciden
con los resultados reportados por Nufiez et al., (1998), ya que los tratamientos de
sequia en frijol disminuyeron la conductancia estomatica y en menor intensidad las
tasas de fotosintesis, respaldado a su vez por Turner y Kramer (1980), reportaron

cierres estomaticos para diferentes cultivos provocados por la alta demanda
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atmosférica de humedad observada durante el mediodia. Conjuntamente con los
datos de pérdida foliar de la Fig. 7 y la disminucion de la conductancia, se asocia a
la disminucion de tasa fotosintética y finalmente la produccién de materia seca
como se observan en la Fig. 7 como lo describe Shultz y Hall en 1982, quienes

trabajaron con plantas C3.
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Con respecto a los datos anteriormente analizados, observamos que no hay una
clara relacion entre los parametros de disminucion de humedad y la acumulacion
de terpenos en C. ambrosioides, por lo que se afirma que en términos generales
las condiciones de humedad no fueron las suficientes para provocar un estrés
hidrico. Por lo que finalmente, se recomienda un estudio adicional para determinar
las condiciones adecuadas para inducir estrés hidrico en C.ambrosioides, para asi

contribuir con la informacién que se tiene acerca de esta especie.

CONCLUSIONES

e Las condiciones Optimas para la germinacion fueron, el sustrato de tierra
negra con agrolita: temperatura promedio de 25°C; Humedad maxima
de 82% y un fotoperiodo de 12/12 horas.

e EI| ascaridol se encuentra en todos los individuos y claramente
aumentan durante la maduracion fisioldgica.

e Se detectd la presencia de cymol en todos los tratamientos.

e No se observa una clara relacién entre el déficit hidrico y la acumulacion
de terpenos, sin embargo, la condicién de cultivo con c.c.30% induce
una mayor acumulacion de ascaridol a las 24 horas posteriores del
tratamiento, en tanto que se registré un aumento en las concentraciones
de Cymol con el tratamiento significativo para el dia 7.

e La actividad fotosintética no presenta cambios significativos dentro de
los tratamientos y en comparacién al grupo Control; obteniendo

diferencias significativas solo en los tratamientos de c.c.30%
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e Las condiciones evaluadas de capacidad de campo, no tienen un efecto

significativo sobre los parametros de flujo hidrico
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