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RESUMEN

La salinidad impacta el desarrollo de los cultivos e induce cambios en el metabolismo
secundario de plantas aromaticas y medicinales. El romero Rosmarinus officinalis es una planta
de la familia Lamiaceae con compuestos quimicos de importante actividad bioldgica cuya
produccion puede ser inducida. EI objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento vegetativo
y produccién de metabolitos secundarios en romero cultivado en casa sombra e invernadero,
con diferentes concentraciones salinas en el medio de cultivo. El experimento se realiz6 en dos
ambientes de produccién, casa sombra e invernadero, con sistema hidroponico usando
concentraciones de la solucion nutritiva de Steiner del 75, 100, 640 y 870 %, ademas de la
solucidn nutritiva de Steiner al 75 % adicionada con 75, 100 y 125 mM de NaCl, con cosechas
a los 18, 36 y 56 dias después del trasplante. Los resultados indican que los ambientes de
produccién y la composicién de la solucidn nutritiva impactaron sobre la produccion de los
metabolitos secundarios en romero. Los ambientes de produccién no influenciaron pardmetros
de crecimiento del romero. Sin embargo, la acumulacion de prolina, el contenido de fenoles
totales y su indice de actividad antioxidante fueron mayores en plantas cultivadas en
invernadero. La estimacion de la composicion de aceite esencial de romero fue diferente entre
ambientes de produccion. La composicion de la solucion nutritiva tuvo efecto sobre el
crecimiento de romero, asi como la acumulacion de prolina, el contenido total de fenoles y el

indice de actividad antioxidante.

Palabras clave: Rosmarinus officinalis, salinidad, ambientes protegidos, prolina, fenoles.
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ABSTRACT

Salinity impacts the development of crops and induces changes over secondary metabolism of
aromatic and medicinal plants. Rosemary Rosmarinus officinalis is a Lamiaceae plant with
chemical compounds that have an important biological activity and which production may be
induced. The objective of this research was to evaluate vegetative growth and production of
secondary metabolites in rosemary cultivated under shade-enclosure and greenhouse, and
different concentrations of the nutritive solution in the growing media. This experiment was
conducted under two production systems, shade-enclosure and greenhouse, with hydroponic
system at both places and the usage of Steiner’s nutritive solution at 75, 100, 640 and 870 %
concentration, additionally Steiner’s nutritive solution at 75 % added with 75, 100 and 125 mM
de NacCl, plants were harvested at 18, 36 and 56 days after transplant. The results indicated that
production systems and the composition of the nutritive solution impacted over the production
of secondary metabolites in rosemary. The environment did not influence the growing
parameters measured in rosemary. But, proline accumulation, total phenolic content and its
antioxidant activity index were higher in plants grown under greenhouse. The essential oil
composition estimated was different among production systems. Nutritive solution composition
influenced rosemary growth and proline accumulation besides total phenolic content and

antioxidant activity index.

Palabras clave: Rosmarinus officinalis, salinity, production systems, proline, phenols.
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1. INTRODUCCION

La salinizacion genera pérdidas millonarias anuales y se estima que cerca de un tercio
de las tierras irrigadas a nivel mundial han sido afectadas por este problema (Schwabe et al.,
2006; Shabala, 2013). La produccion agricola tiende a ser dificil en zonas con
conductividades eléctricas superiores a 4 dS m™, porque varias especies cultivadas son
sensibles a la salinidad (Jenks y Hasegawa, 2005; Duarte et al., 2013).

Las plantas aromaticas y medicinales producen compuestos bioactivos de alto valor
comercial y con beneficios para la salud humana, que derivan principalmente de su
metabolismo secundario, dichos compuestos constituyen una fuente Unica de productos
farmacéuticos, aditivos alimentarios, saborizantes, aromas, entre otros; con propiedades
antioxidantes, antivirales, antibacteriales y anticancerigenas (Ramakrishna y Ravishankar,
2011). Rosmarinus officinalis se distingue por ser una especie bien adaptada a ambientes
salinos, clasificada como una planta moderadamente tolerante a la salinidad, cuya produccion
y comercializacion esta en aumento por su importancia econémica como especie aromatica
para uso en fresco y seco, condimento, esencia y por su contenido de principios activos
(Westervelt, 2003; Miyamoto, 2008).

Algunos factores abiodticos como la salinidad impactan en la produccién de
metabolitos secundarios asi como en su acumulacion. Aunque la salinidad en los suelos no
se debe exclusivamente a NaCl, las investigaciones sobre el efecto de distintitas fuentes de
iones en el desarrollo de plantas aromaéticas, asi como su efecto en el metabolismo secundario
son escasas. Adicionalmente, en muchos de los casos, el material vegetal en el que se han
determinado las propiedades bioldgicas de los extractos de Rosmarinus officinalis ha sido en
poblaciones de las que poco se menciona el manejo agronomico que reciben, y dada la
importancia de estos compuestos tanto en la industria como por sus efectos benéficos en la
salud humana, resulta importante comprender la respuesta de la acumulacion de estos

compuestos en condiciones controladas que puedan favorecer su produccion.

Por lo anteriormente expuesto, se propuso la presente investigacion con los siguientes

objetivos e hipotesis:



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1. Objetivo general

Evaluar el crecimiento vegetativo y produccion de metabolitos secundarios en Rosmarinus
officinalis cultivado en dos ambientes protegidos y diferentes concentraciones salinas en la

solucién nutritiva.
2.2. Objetivos particulares

e Evaluar el crecimiento de Rosmarinus officinalis en funcién del ambiente de
produccion y de la concentracion salina de la solucion nutritiva.

e Determinar el contenido de prolina, fenoles totales y el indice de actividad
antioxidante en funcion del ambiente de produccién y la solucion nutritiva.

e ldentificar las diferencias cualitativas del aceite esencial de romero cultivado en

diferentes ambientes de produccion.
2.3. Hipotesis

El ambiente de crecimiento y el nivel de salinidad inducido por NaCl o concentracion de la
solucion nutritiva podria modificar el contenido de prolina, de fenoles totales y su indice de
actividad antioxidante asi como la composicion del aceite esencial en la biomasa aérea de

Rosmarinus officinalis.



3. REVISION DE LITERATURA
3.1. Salinidad como problema en la agricultura

De acuerdo con Schwabe et al. (2006) cerca de un tercio de las tierras irrigadas a nivel
mundial estan afectadas por la salinizacion. Este es un problema importante para la
produccion agricola en muchas partes del mundo, particularmente en regiones aridas y
semidridas y en areas como los tropicos seco y templado seco donde el clima presenta una
variacion alta en la precipitacion anual y temperaturas altas, lo que impide abastecer
apropiadamente de agua. Esta condicion ocasiona pérdidas globales anuales que superan los

doce mil millones de ddlares (Shabala, 2013).

La salinidad se refiere a la elevada cantidad de sales solubles acumuladas en la
solucion del suelo. La conductividad eléctrica (CE) es una propiedad fisicoquimica inerte de
las soluciones que mide la facilidad de transmitir electricidad en un medio acuoso y se
relaciona directamente con la concentracion de sales; se expresa en deciSiemens por metro
(dS m™). Un suelo es catalogado como salino cuando su CE es de 4 dS m™ (40 mM NaCl) o
mayor; el NaCl es de las sales mas frecuentes y la méas soluble, pero también pueden
encontrarse otras combinaciones de sales como cloruros y los sulfatos de Na*, Ca?*, Mg
(Jenks y Hasegawa, 2005; Sandoval et al., 2008; Munns y Tester, 2008).

La mayoria de las zonas salinas deben su origen a causas naturales como la topografia
del lugar, la cercania y altura al nivel del mar, la precipitacion, la intemperizacion, la
presencia de sales, las propiedades fisico-quimicas del suelo, entre otras. Sin embargo,
también son el resultado de practicas agricolas incorrectas como el uso desmedido de
fertilizantes, la calidad reducida del agua de riego y su manejo inadecuado. La salinidad no
solo degrada la estructura del suelo, también modifica las propiedades fisicas y quimicas del
mismo, haciéndolas desfavorables para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Jenks y
Hasegawa, 2005; Alvarez et al., 2008).

La produccion agricola en estas zonas tiende a ser dificil ya que una gran cantidad de
cultivos son sensibles a la salinidad y cuando se cultivan en esta condicion se obtienen
rendimientos bajos. Esta situacion impone desafios nuevos para los agricultores quienes
tienen que desenvolverse en ecosistemas que varian en tipo y calidad de suelo asi como en

disponibilidad y calidad de recursos hidricos (Lamz y Gonzalez, 2013). Ademas, la salinidad

3



constituye uno de los factores ambientales que perturba todos o algunos de los procesos
bioquimicos en las plantas, lo que consecuentemente limita la productividad y la calidad de
los cultivos agricolas en todo el mundo (Duarte et al., 2013).

3.2. Aprovechamiento de la salinidad

Flowers y Colmer (2008) sugieren como alternativa para diversificar la produccién y
aprovechar zonas agricolas afectadas por este problema el cultivo de plantas tolerantes a la
salinidad (halofitas). Estas plantas que representan como maximo el 2 % de las especies
terrestres, han adaptado diferentes estrategias fisioldgicas, bioquimicas y moleculares
asociadas a su desempefio en medios salinos que les permiten sobrevivir y crecer con
normalidad aun cuando en su rizosfera existan concentraciones altas de sales, entre 5y 20 dS
m? (Parida y Das, 2005).

El interés por las plantas aromaéticas y medicinales ha incrementado en los Gltimos
afios porque de su metabolismo se obtienen compuestos que constituyen una fuente Unica de
productos farmacéuticos, aditivos alimentarios, saborizantes, aromas, entre otros; con
propiedades antioxidantes, antivirales, antibacteriales y anticancerigenas (Ramakrishna y
Ravishankar, 2011).

Actualmente, diversas especies de la familia Lamiaceae son de gran interés para los
profesionales de la salud, investigadores, consumidores y diversas industrias por sus
propiedades y una gran variedad de compuestos bioactivos a los que se les atribuyen
beneficios a la salud y que las convierte a nivel mundial en cultivos de valor comercial alto
(Avila et al., 2011; Ribeiro et al., 2015). Ksouri et al. (2011) reportaron varias especies
halofitas con potencial para ser fuente de biomoléculas y cuyo cultivo es econémicamente
rentable; entre ellas mencionan algunas de la familia Lamiaceae. Rosmarinus officinalis es
un arbusto perenne, bien adaptado a ambientes salinos; Miyamoto (2008) lo clasifica como
una planta moderadamente tolerante a la salinidad (6 a 8 dS m™), y sugiere que entre los

diversos cultivares es posible encontrar diferencias en su nivel de tolerancia.
3.3. Generalidades del cultivo de romero

Debido a sus diferentes usos como especie aromatica, condimento y como esencia, la

produccion y comercializacion del romero estd en aumento a consecuencia de la demanda y
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los canales de exportacion principalmente a Estados Unidos y en menor medida a Europa
(Westervelt, 2003). En México, durante el afio 2017 a nivel comercial, la superficie sembrada
fue de 55.35 ha, en las que se obtuvo un rendimiento de 348.13 t, siendo Baja California Sur,
la Entidad Federativa productora principal, seguido por el Estado de México (SIAP, 2017).
Esta especie aromatica es de importancia econdémica por la produccion de hojas frescas para

la extraccion de aceites esenciales, elaboracion de cosméticos y condimentos.

El romero pertenece a la division Angiosperma, clase Dicotiledonea (Magnoliopsida).
Subclase Asteridae, orden Solanales (Tubiblorae), suborden Verbeninae, familia Labiatae
(Lamiaceae) género Rosmarinus y especie Rosmarinus officinalis Linn (Mufioz, 2000). Es
una especie aromatica arbustiva de tallos lefiosos y ramificados, posee ramas pardas con
hojas lineares, delgadas y pequefias de 15 a 40 mm de longitud, opuestas, coriaceas y con
forma de espigas de color verde brillante con margenes revolutos (Sardans et al., 2005). La
altura varia de 0.5 a 1 m, florece dos veces al afio, en primavera y otofio, las flores se
caracterizan por estar agrupadas en racimos y son de color azul claro con pequefias manchas

violetas; el fruto es un tetraquenio (Barefio, 2006).

Respecto a su cultivo, el romero se desarrolla entre los 1500 y 2500 msnm, con
temperaturas de 9 a 30°C durante el dia, aunque tolera temperaturas de hasta -5 ° C. Esta
especie requiere proteccion contra vientos y heladas (Fernandez, 1996), tiene un fotoperiodo
nocturno neutro. Tiene buen desarrollo en suelos ligeros con buen drenaje y una profundidad
minima de 20 cm. El rango de pH va de 6 a 7.5 con una tolerancia entre 4.5 a 8.7 (Gonzélez,
2013).

Aunqgue tiene requerimientos bajos de agua y una capacidad alta de soportar sequias,
si éstas son prolongadas limita su desarrollo normal. La cantidad de agua estara en funcién
del tipo de suelo donde se cultiva, las condiciones climéticas de la zona y la época del afio en
que se siembra (Gonzélez, 2013; Bernal, 2014). Son pocos los trabajos debidamente
documentados que reportan respecto a la fertilizacion de las hierbas aromaticas, pero en
general se sugiere proveer la cantidad adecuada de los nutrientes, principalmente los

macronutrientes (Martinetti et al., 2006).



3.4. La salinidad como condicidn de estrés en plantas

La respuesta de los cultivos al estrés salino depende de su sensibilidad o habilidad
para tolerar dicho estrés. La mayoria de las especies vegetales son susceptibles a la salinidad
(Munns y Tester, 2008); los efectos perjudiciales de la salinidad en el crecimiento vegetal se

asocian principalmente a los factores osmético o ionico.

El factor osmotico o estrés osmotico, resulta de la dificultad de las plantas para
compensar los valores negativos que el potencial hidrico puede alcanzar en el suelo salino
(Azcon y Taldn, 2000). La reduccidn de la capacidad de la planta para absorber agua debido
a la sal en la solucién de crecimiento se denomina estrés osmatico (Munns et al., 2006). De
manera que, la reduccion del potencial osmotico en la solucion del suelo reduce la cantidad
de agua disponible para la planta. Para contrarrestar este problema, las plantas deben
mantener un potencial osmotico interno menor para evitar la salida del agua desde las raices

hacia el suelo, de lo contrario ocurriria una desecacion fisioldgica.

El factor i6nico o estrés idnico, consiste en la toxicidad que puede ocasionar el exceso
de estos iones en las células. Su presencia en la zona radicular, puede afectar la absorcion y
transporte de nutrimentos, lo que en un segundo plano podria inducir desbalances y
deficiencias nutrimentales (Zhu, 2003). Debido a que las sales son compuestos ionicos
formados por igual nimero de aniones y cationes que son facilmente solubles en agua, en
suelos salinos se encuentran iones disueltos como el cloruro (CI°), sodio (Na*), nitrato (NO3"
), sulfato (SO+%) y el amonio (NH4") (Rath y Rousk, 2014). A medida que la concentracion
de sales aumenta en el suelo su potencial hidrico se vuelve mas negativo. Para mantener el
gradiente y permitir la absorcion de agua, es necesario que la planta disminuya su potencial

osmatico.
3.4.1. Ajuste osmotico

La deshidratacion celular causa estrés osmotico, debido a la remocion del agua del
citoplasma a los espacios extracelulares; el volumen vacuolar y del citosol se reducen
(Munns, 2002), lo que limita la absorcion del agua del medio de crecimiento. Cada vez que
la célula se hidrata o deshidrata, se incrementa o disminuye la concentracion externa de

solutos, ocurren cambios en la concentracion de solutos en el citosol que la célula controla.



A esta respuesta se le denomina ajuste osmotico; la acumulacion de estos solutos en el tejido
vegetal constituye una estrategia para combatir la salinidad (Kishor et al., 2005). Esta
documentado que parte de esa estrategia incluye cambios en el crecimiento, incremento en
los niveles de acido abscisico, acumulacion de solutos compatibles y proteinas protectoras,
ajuste en el transporte idnico e incrementos en los niveles de antioxidantes (Hasegawa et al.,
2000; Xiong y Zhu, 2002).

Este ajuste permite el mantenimiento del contenido de agua en la célula mediante la
sobreproduccidn de diferentes tipos de solutos organicos compatibles de peso molecular bajo,
altamente solubles que generalmente no son toxicos aunque se encuentren en
concentraciones altas. Los osmolitos compatibles generalmente son metabolitos hidrofilicos,
entre los que se encuentran azUcares (sacarosa Yy fructosa), aminoacidos (prolina y betaina),
glicerol, manitol y otros solutos de peso molecular bajo (Chen y Murata, 2002). Estos solutos
participan en la activacién de las enzimas de alivio y evitan la pérdida de la integridad de la
membrana debido a la falta de agua lo que permite a la planta incrementar su tolerancia a la
deshidratacion de las hojas y acelerar su desarrollo (Schwab y Gaff, 1990; Sahar et al., 2011).
Dada la dificultad que implica el abastecimiento de agua en la célula y su importancia en
metabolismo primario, es comdn que la exposicion a condiciones de salinidad genere
reacciones comunes, principalmente detrimentos en la tasa fotosintética lo que

consecuentemente ocasiona clorosis y muerte celular.

3.4.2. Metabolismo en plantas sometidas a estrés salino

Diversas investigaciones reportan reduccion en el crecimiento como resultado del
estrés salino. Kasrati et al. (2014) evaluaron Mentha suaveolens subsp. timija en diferentes
concentraciones de NaCl en condiciones de casa sombra y encontraron que a 50 mM de NaCl
el peso fresco y seco disminuian entre 14.16 % y 60.45 %, respectivamente; y que la
tendencia se mantenia conforme se incrementd la salinidad hasta 150 mM, donde las
reducciones llegaron hasta 47.5 % y 69.3 %, en comparacion con el control. Resultados

similares se reportaron en Mentha pulegium (Oueslati et al., 2010).

En el caso de Salvia officinalis concentraciones de 25 mM de NaCl ocasionaron una
disminucion del 7% en la produccion de biomasa, mientras que a 100 mM la reduccion fue
de 65% (Taarit et al., 2009). Kiarostami et al. (2010) estudiaron la respuesta de Rosmarinus
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officinalis con aumentos graduales de NaCl en el agua de riego y observaron que el

crecimiento se redujo conforme las concentraciones de NaCl aumentaron.

Reyes et al. (2014) evaluaron 20 variedades de Ocimum basilium L. con tratamientos
de 0, 50 y 100 mM de NaCl. Las variedades presentaron diferentes longitudes de tallo y raiz,
cantidad de materia fresca y seca asi como de area foliar, lo que sugiere que el grado de

afectacion y tolerancia a la salinidad depende de la variedad cultivada.

Por lo tanto, la salinidad provoca sintomas relacionados con la inhibicién irreversible
del crecimiento puesto que este se vuelve lento y no llega a completarse, como consecuencia
el area foliar, la altura de la planta y la acumulacion de materias seca son menores (Campos
etal., 2011). Se reporta que el estrés salino inhibe directa o indirectamente la division celular
y/o la elongacion de las células de los érganos radiculares, tallos y hojas (Zidan et al. 1990).
La reduccion de biomasa se atribuye, principalmente, a que el estrés salino repercute en la
tasa fotosintética debido a un potencial bajo en la solucién del suelo, toxicidad por iones y/o

desbalances nutrimentales (Munns, 2002).

3.4.3. Metabolismo secundario en plantas sometidas a estrés salino

Los metabolitos secundarios pueden ser Unicos en especies 0 géneros particulares.
Son un grupo de moléculas que desempefian un rol fundamental en la adaptacion de las
plantas a su medio pero que no son indispensables en las rutas bioquimicas destinadas al
crecimiento, la respiracion y la reproduccion celular. La sintesis y acumulacién de estos
metabolitos generalmente es una respuesta inducida por un estimulo especifico del medio
ambiente (Makkar et al., 2007).

De acuerdo a Figueiredo et al. (2008), estos compuestos se caracterizan por (a) no
tener una implicacion directa en el crecimiento y desarrollo de las plantas; (b) generalmente
son sintetizados a partir de metabolitos primarios; (c) su distribucion se restringe a un género
0 especie; (d) usualmente se acumulan en altas concentraciones (1-3 % peso fresco); entre

otros aspectos.

Estas sustancias son volatiles y representan la “esencia” o los constituyentes
odorificos de estas plantas y son una mezcla compleja de compuestos quimicos, con

propiedades fisicas y quimicas particulares que en combinacién con sus proporciones
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diferentes, les da caracteristicas distintivas. De acuerdo a su ruta de sintesis, estos compuestos
se clasifican en terpenoides (mono-, sesqui- y di-terpenos) altamente apreciados como los
aceites esenciales. Los fenoles son moléculas envueltas en la sintesis de lignina, por lo que
se encuentran ampliamente distribuidos en plantas superiores (acidos fenolicos, flavonoides
y taninos). Los alcaloides, son menos comunes y propios de especies y géneros especificos

(Bourgaud et al., 2001; Marcano y Hasegawa, 2002; Figueiredo et al., 2008).

El metabolismo secundario de las plantas medicinales y aromaticas ha sido
ampliamente estudiado a través de los afios. Se ha observado que factores diversos impactan
en su sintesis (Munns, 2002). Las investigaciones de Beretta et al. (2011), Chauhan et al.
(2012), Porres et al. (2012), Jordan et al. (2013a) y Zaouali et al. (2013) demuestran que la
fenologia de las especies genera cambios en la composicion y acumulacion de aceites

esenciales y compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos y su indice de actividad antioxidante también son de interés
a la comunidad cientifica. Esto se debe, por una parte, a que su consumo aporta beneficios a
la salud de quien los consume, lo cual se fundamenta en que previenen el dafio oxidativo
celular por su capacidad de neutralizar las especies reactivas al oxigeno (antioxidante); y a
que, se prefiere el consumo de antioxidantes de origen natural, porque antioxidantes
sintéticos como Butilhidroxitolueno, Butilhidroxianisol o Butilhidroxiquinona Terciaria, que
se adicionan a los alimentos susceptibles a la oxidacion lipidica poseen efectos citotoxicos a
determinadas concentraciones (Graciano, 2012; Mercado et al., 2013). El acido rosmarinico
es uno de los compuestos fenolicos principales encontrado en los tejidos de especies de la
familia Lamiaceae por lo que se consideran una fuente valiosa de estos compuestos; en
general todos sus extractos tienen una actividad antioxidante significativa (Trivellini et al.,
2016).

Factores externos como la salinidad impactan en la produccion de metabolitos
secundarios y su acumulacion en los drganos vegetales. Por ejemplo, en Salvia officinalis
cultivada en hidroponia, el rendimiento de aceites esenciales disminuyd a consecuencia de
los tratamientos salinos, concentraciones moderadas (50 y 75 mM NacCl) favorecieron la
produccién; sin embargo, con 100 mM NaCl disminuyo la produccién de estos compuestos
(Taarit et al., 2009).



La variabilidad en términos de composicion y rendimiento se atribuye a parametros
intrinsecos como la especie, el érgano cosechado y la madurez de la planta, los métodos y
épocas de cosecha asi como a las interacciones con el medio ambiente y a pardmetros
extrinsecos asociados a los métodos de extraccion, almacenamiento y empacado de los
aceites esenciales, asi como el tiempo de procesado (Munns, 2002; Li et al., 2014). Por
ejemplo, Jordan et al. (2013b) solo consideraron la etapa de floracién y fructificacion de
cultivos silvestres de Rosmarinus officinalis L. para determinar el efecto de la etapa
fenoldgica en la composicion quimica y las propiedades antimicrobiales y antioxidantes de
sus extractos; y encontraron que el rendimiento de aceites esenciales y su actividad

microbiana fue mayor durante la etapa de fructificacion.

Aunque la salinidad en los suelos no se debe exclusivamente al NaCl, las
investigaciones sobre el efecto de distintas fuentes de iones en el desarrollo de plantas
aromaticas y su efecto en el metabolismo secundario son escasas. Tounekti et al. (2011),
utilizaron sales diferentes, KCI, CaClz, MgCl. y FeCl, en conjunto con 100 mM NaCl con la
finalidad de incrementar la eficiencia de romero. Encontraron que estas sales tienen un efecto
evidente en la produccion y proporcién de compuestos fendlicos y en la composicién de
aceites esenciales a razon de las diferentes dosis utilizadas, lo que indica el profundo impacto
de la composicion iénica del medio de cultivo sobre la produccion de metabolitos

secundarios.

Los metabolitos secundarios en plantas son usados ampliamente por su actividad
bioldgica en la medicina tradicional y actualmente, son compuestos prometedores usados en
la industria perfumera, cosmética, farmacéutica, agricola y alimenticia (Li et al. 2014). Sin
embargo, en muchos de los casos, el material vegetal usado para determinar sus propiedades
biolégicas se ha recolectado de plantas aisladas o en su defecto de poblaciones en las que

poco se dice sobre el manejo agronémico que han recibido.
3.5 Mejoramiento de la calidad vegetal en ambientes controlados

Ante la necesidad de garantizar tanto la calidad como la cantidad para abastecer la
demanda cada vez mayor de productos frescos y listos para consumo, la produccién de

plantas aromaticas y medicinales en ambientes controlados ha tenido gran auge (Juarez et al.,
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2013). Estudios recientes han demostrado que las condiciones medioambientales pueden
modificar la composicion quimica de las plantas asi como su contenido antioxidante,
particularmente por la viabilidad de producir en diferentes estaciones del afio y por la
influencia de las condiciones luminicas en el metabolismo vegetal (Ghasemzadeh et al. 2010,
Moncayo et al., 2015; Necleous y Ntatsi, 2018).

En campo abierto las plantas reciben mayor luz solar que la que pueden realmente
utilizar para la fotosintesis, mientras que en condiciones controladas ciertos factores pueden
ser manipulados; la luz es uno de los factores mas importantes que inciden en la
productividad de la planta ademas de la temperatura, la humedad relativa y la concentracion
de COz. Otras investigaciones han demostrado variacion en la respuesta de las plantas que
crecen en ambientes protegidos y a campo abierto, atribuibles a las diferencias del
microclima (Ghasemzadeh et al., 2010; Cortés et al., 2013; Murillo et al., 2013). En
ambientes protegidos es posible incrementar considerablemente el rendimiento de los
cultivos asi como manipular la composicion quimica del producto final (Rouphael et al.,
2018).

No obstante, el romero es generalmente cultivado a campo abierto, lo que tiende a
producir gran variabilidad tanto en la produccién de biomasa como en el contenido de
principios activos. Dada la importancia econdmica e industrial de este cultivo se requieren
estudios que permitan una mejor comprension de la acumulacion de estos compuestos en

condiciones controladas con la finalidad de maximizar la produccién objetivo.
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4. MATERIALES Y METODOS

4. 1. Ubicacion del experimento

La presente investigacion se desarrollo durante el periodo de abril a junio de 2016 en
la Unidad Académica de Agricultura de la Universidad Autonoma de Nayarit, localizada a
21° 25" 36” latitud N y 104° 53" 28” longitud O, a 922 msnm, en un invernadero tipo gotico
cenital de una nave cubierto con plastico lechoso con 30 % de sombra y en una casa sombra

tipo macrotunel cubierto con malla de 35 % de sombra.
4.2. Material genético

Se utilizaron plantulas de romero de la variedad “Arp” obtenidas en la empresa
Floraplant (México). Las plantas de tres meses de edad se trasplantaron a bolsas de
polietileno negro de 20 x 20 cm con tezontle de 3-6 mm de didmetro como sustrato,
posteriormente se trasladaron a los sitios experimentales respectivos, casa sombra e

invernadero.
4.3. Tratamientos

Los factores evaluados fueron dos ambientes de produccién y siete niveles de

salinidad de la solucion nutritiva, generandose un total de 14 tratamientos (Cuadro 1).
4.4. Disefio experimental

Se utilizdé un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial 2x7. El
primer factor, ambiente experimental, se estimo en dos niveles: casa sombra e invernadero.
El sequndo factor consistio en siete soluciones nutritivas de concentracion ionica diferente,
en cada sitio experimental (Cuadro 1). Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento. La
unidad experimental consistio de una planta en un contenedor de plastico flexible de 20 x 20

cm.
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Cuadro 1. Soluciones nutritivas utilizadas en el cultivo de Rosmarinus officinalis

en casa sombra e invernadero.

Conductividad
Tratamientos Descripcion eléctrica
(CE/dS m?)
1 SN 75 % (Control , C) 1.80
2 SN 100 % 2.36
3 SN 640 % 10.90
4 SN 870 % 14.25
5 C + 75 mM de NaCl 8.49
6 C + 100 mM de NaCl 10.56
7 C + 125 mM de NaCl 11.80

SN: Solucidén Nutritiva de Steiner (1984).

4.5. Manejo del cultivo

Se realiz6 un analisis de calidad de agua previo a la preparacion de las soluciones
nutritivas para determinar su composicion ionica total y ajustar la solucion al momento de
realizar la formulacion final; los niveles de NaCl se agregaron a la solucion nutritiva
universal de Steiner (1984) de acuerdo a lo propuesto por Garcia et al. (2011) (Cuadro 2 y
3). Todas las soluciones fueron ajustadas a un pH de 5.5 usando acido sulfurico. La aplicacion
de las soluciones nutritivas inicio 10 dias después del trasplante, cada planta fue irrigada
manualmente con 250 ml cada tres dias. La cosecha de material vegetativo se realizé por la
mafiana (entre 9 y 11 a.m.) a los 18, 36 y 56 dias después del inicio de la aplicacion de las

soluciones nutritivas.

Cuadro 2. Composicion quimica de la solucion nutritiva Steiner (1984).

Ca% K* |\/|g2+ NO.3 H2PO4. S04+
meg-L*
9 7 4 12 1 7

meq L-*=miliequivalentes por litro.
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Cuadro 3. Concentraciones de micronutrimentos en la solucion nutritiva Steiner (1984).

Elemento pumol L? mg L
Fe 9-36 0.5-2-0
Mn 4.36 0.2-2.0
Zn 1.5-9 0.1-0.6
B 19-56 0.2-0.6
Cu 0.2-1 0.01-0.06
Mo 0.4-0.6 0.04-0.06

4.6 Variables evaluadas
4.6.1. Altura de planta

La altura de planta se determiné a los 18, 36 y 56 dias después del trasplante (DDT),
para ello se midieron cinco plantas con una regla graduada en centimetros, desde la base del

cuello de la raiz hasta el apice del meristemo.
4.6.2. NUmero de ramas

Se contabilizaron el nimero de ramas por planta desde la base del tallo hasta el
meristemo apical a los 18, 36 y 56 DDT.

4.6.3. Contenido de humedad

Para estimar el contenido de humedad se cosech6 material vegetal a los 18, 36 y 56
DDT. El peso fresco de vastago (PFV) y raiz (PFR) fueron medidos inmediatamente después
del corte con una balanza digital (Ohaus® CS200, China). El contenido de humedad se
expresa en porcentaje, en base a la ecuacion propuesta por Cordovilla et al. (2014):

) PFV — PSV
Contenido de humedad (%) = (T) x 100

Donde PFV es el peso fresco del vastago y PSV es el peso seco del vastago.

Para determinar el peso seco de la parte aérea y de la raiz se colocaron en bolsas de

papel y se secaron en una estufa de aire forzado a 70 °C, hasta obtener peso constante.
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4.6.4. Acumulacion de materia seca en vastago y raiz

Antes de la aplicacién de los tratamientos en ambos ambientes, se pesaron plantas
enteras de romero para obtener peso fresco y seco que fueron tomados como referencia (100
% de masa seca). El material se secd en una estufa de aire forzado a 40 °C hasta alcanzar
peso constante para determinar el peso en seco del vastago y raiz (PSV y PSR), las mismas
variables se midieron a los 18, 36 y 56 DDT. La acumulacion de materia seca se expresa en
porcentaje en base a la siguiente ecuacion:

PSf — PSi

x 100
)

Acumulacién de materia seca = (

Donde: PSf es el peso seco al final del experimento y PSi es el peso seco al inicio del

experimento (Cordovilla et al., 2014).

4.6.5. Determinacion de prolina

Para determinar el contenido de prolina, de cada fecha de corte se tomaron hojas de
romero que se almacenaron en congelacion durante 24 h a -18 °C y se liofilizaron en un
equipo Labconco (Modelo Free zone 2.5, EUA), las muestras fueron molidas hasta obtener

polvo parecido a harina y fueron almacenadas a temperatura ambiente hasta su analisis.

Para la determinacion de prolina se utilizé como referencia la metodologia de Bates
et al. (1973), para la cual se utilizaron 0.5 g de muestra que se maceraron en mortero frio con
5 mL de &cido sulfosalicilico al 3%; el extracto se filtrd y después se centrifugd a 10,000 rpm
durante 5 min. Se midi6 una alicuota de 2 mL del sobrenadante, que fueron dispuestos en un
tubo de ensaye, a los cuales se les agreg6 2 mL de ninhidrina acida y 2 mL de acido acético
glacial. El blanco se prepar6 con 2 mL de &cido sulfosalicilico, 2 mL de ninhidrina acida y 2
mL de acido aceético glacial. La curva estandar se prepar6 con diferentes concentraciones de
solucion estandar de prolina (20 umoles mL™); de esta solucion se midi6 una alicuota de 1
mL que se deposito en un matraz y se aforé a 50 mL con &cido sulfosalicilico al 3 %, dicha

dilucion equivale a 400 nmoles mL™.

Cada tubo se agito en vortex hasta obtener una emulsion, se taparon y se colocaron a
bafio Maria durante 60 minutos, al terminar se sumergieron en agua fria durante 10 minutos.

A cada tubo se le agregaron 4 mL de tolueno y se agit6 en vortex. La fase superior se colocd
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en un tubo nuevo Y se realizo la lectura de absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro
Thermo Scientific (Modelo Spectronic 200, Massachusetts, USA).

El contenido de prolina se expresa en umol.g™ de prolina, en base a la siguiente ecuacion:

Abs extracto — blanco Vol extracto

1/PF
Pendiente * Vol alicuota 1/

Donde: Abs extracto es la absorbancia obtenida del extracto, blanco (expresado en
absorbancia) y pendiente (expresada como absorbancia.nmol™) determinadas por regresion
lineal, Vol extract es el total del volumen del extracto, Vol alicuota es el volumen usado en
el ensayo, PF (expresado en mg) es la cantidad de material vegetal en la que se realizé la

extraccion. Se asume que la Abs extracto esta dentro del rango lineal.
4.6.6. Contenido total de fenoles

El contenido total de fenoles y el indice de actividad antioxidante se evaluaron en
material fresco. Las muestras se prepararon de acuerdo con el procedimiento de Chizzola et
al. (2008) y Nourhene et al. (2009); se utiliz6 metanol al 60 % (v/v), 2 g de material fresco
se trataron con 15 mL de solvente y la extraccion se realizd a 4 °C por 24 h. Después el
extracto se filtro para separar las particulas de material vegetal y se refriger6 a 4 °C hasta su

analisis. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

El contenido total de fenoles se determind con el método Folin-Ciocalteau, de acuerdo
con Chizzola et al. (2008) con algunas modificaciones propuestas por Juarez et al. (2011).
Los reactivos utilizados fueron: acido cafeico, reactivo Folin-Ciocalteau, carbonato de sodio
y etanol. Se midieron alicuotas de 0.5 mL de extracto etanolico, 1 mL de etanol 95 % (v/v) a
los que se agregaron 5 mL de agua destilada, y 0.5 mL de reactivo Folin-Ciocalteau diluido
en agua destilada 1:10. Después de 5 min, se agregé 1 mL de solucion de carbonato de sodio
en agua (5 %, v/v). Las muestras se agitaron y se mantuvieron 30 min en oscuridad, después
se midio la absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro Thermo Scientific (Modelo
Spectronic 200, Massachusetts, USA). El blanco se prepard siguiendo el mismo
procedimiento con etanol. Para la curva de calibracion se usaron concentraciones diferentes
de acido cafeico en etanol. El contenido total de compuestos fendlicos del extracto se expreso

en ug de equivalentes de acido cafeico (CAE) por 100 g de material vegetal fresco (FPM).
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4.6.7. Indice de actividad antioxidante

El indice de actividad antioxidante se determind con el método DPPH descrito por
Chizzola et al. (2008) y Scherer y Texeira (2009). Por cada muestra, se midi6 una alicuota
de 400 uL del extracto y se ajustd a 1 mL con metanol al 50 %, posteriormente se agrego 1
mL de DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidracilo) (2.43 x 10* M). Las muestras se colocaron en
oscuridad por 30 min a temperatura ambiente; la absorbancia contra un blanco fue medida a
517 nm en un espectrofotometro Thermo Scientific (Modelo Spectronic 200, Massachusetts,
USA). El blanco consistio en 500 puL de Trolox, 500 puL de metanol y 1 mL del reactivo
DPPH para obtener una decoloracion total del radical. Como sustancia de referencia para la
curva de calibracion se midieron 2.5 mM de Trolox (acido 6-hidroxi- 2,5,8-tetrametil-
chromano-2-carboxilico) en metanol; las concentraciones para la curva fueron de 0.1 a 2 mM
de trolox en 1 mL de metanol. La solucién estandar de Trolox se prepar6 bajo las mismas
condiciones. Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion de DPPH, de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

Absc — Absm)

% DPPH = ( Absc

Donde Absc es el valor de absorbancia del control, Absm es el valor de absorbancia de la

muestra.
4.6.8. Extraccion y composicion de aceites esenciales

La extraccion de aceites esenciales se realiz6 con la técnica de destilacion simple por
arrastre de vapor; para la cual se tomaron 50 g de material vegetal fresco y se colocaron en
la columna de extraccion del equipo; después de dos horas de ebullicion se colectd el
destilado y se almacend en frascos tipo vial de 5mL y se conservaron en refrigeracion hasta

su analisis.

El analisis cuantitativo de los componentes mayoritarios se realizo siguiendo la
metodologia sugerida por Salido et al. (2003), con la técnica de cromatografia de gases con
un equipo Hewlett Packard 6890 acoplado con un espectrofotometro de masas Jeol The
MSRoute JMS-600H. Se us6 una columna de capilaridad HP-5MS (30 x 0.25 mm). Con las

siguientes condiciones de operacion: la temperatura inicial fue de 60 °C aumentando 5 °C
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min!; la temperatura final fue de 250°C, el puerto de inyeccion se encontraba a 280 °C, el
flujo de gas helio fue de 0.9 mL min™. La muestra (1 pL) fue inyectada en modo Split

proporcion 1:10.

Los compuestos méas abundantes en los aceites esenciales se identificaron con base a
su tiempo de retencién. La identificacion individual se realizé mediante la comparacion de
su espectro de masas con la biblioteca de referencia interna del equipo (TSSPRO 3.0), con la
base de datos disponible en massbank.jp y con los reportados en la literatura. El porcentaje

de composicion se basé en el area del pico.
4.7 Andlisis estadisticos

Se realizaron analisis de varianza de cada factor y variable. La comparacion de medias
fue mediante la prueba de Tukey (p < 0.05), adicionalmente se realiz6 una comparacién de
medias por contrastes ortogonales para evaluar diferencias entre tratamientos. Los analisis

estadisticos se realizaron con el paguete estadistico SAS (SAS, Inst., 2007).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Condiciones de cultivo

Durante el periodo experimental se registraron temperaturas medias, similares en los
ambientes casa sombra e invernadero. La temperatura méxima se registro en el invernadero,
con una diferencia de 5 °C en comparacion con la casa sombra (Cuadro 4). Las temperaturas
medias y la humedad relativa registrada durante este experimento coinciden con las que

Mufioz (2000) recomienda para el cultivo de romero.

Cuadro 4. Temperaturas, humedad relativa e intensidad luminosa registradas en dos

ambientes de produccion de Rosmarinus officinalis.

Casa Sombra Invernadero

Temperatura (°C)

Maxima 36.6 41.8

Media 24.1 27.8

Minima 14.3 15.1
Humedad relativa (%)

Maxima 745 89.1

Media 57.0 55.9

Minima 29.3 28.1
Intensidad luminosa (nmoles/m?) 746.87 455.83

5.2. Analisis estadistico

Como se observa en el Cuadro 5, el andlisis de varianza indico diferencias
significativas a los 18 dias después del trasplante (DDT) por efecto del ambiente sobre la
altura de la planta y diferencias altamente significativas en el nGmero de ramas por planta.
También se obtuvieron diferencias significativas en las variables prolina, fenoles totales e
indice de actividad antioxidante por efecto del ambiente de produccién, la solucidn nutritiva

y la interaccion entre éstos.

El anélisis de varianza a 36 DDT no indicé diferencias significativas en las variables

de crecimiento evaluadas, excepto para la altura de planta por efecto de la interaccion
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ambiente por solucion nutritiva. Sin embargo, en todas las variables fisioldgicas evaluadas
se encontraron diferencias altamente significativas por efecto del ambiente, la solucién

nutritiva y por la interaccién ambiente por solucién nutritiva (Cuadro 2).

El andlisis de varianza a los 56 DDT indicé diferencias significativas en la altura de
planta y nimero de ramas por efecto de la solucion nutritiva. Mientras que en las variables
prolina, fenoles totales y el indice de actividad antioxidante se encontraron diferencias
altamente significativas por efecto del ambiente, la solucion nutritiva y la interaccién entre
estos (Cuadro 5).

La combinacion lineal obtenida por contrastes ortogonales no sefiald diferencia
significativa entre los tratamientos para la variable altura de planta y nimero de ramas. Sin
embargo, mostr6 con mayor precision la influencia de los ambientes en la produccion de
prolina y contenido total de fenoles asi como en el indice de actividad antioxidante,
encontrandose diferencias significativas entre las soluciones nutritivas aplicadas en casa

sombra e invernadero (Cuadro Al, Apéndice).
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Cuadro 5. Andlisis de varianza de las variables evaluadas en Rosmarinus officinalis L. cultivado en dos ambientes protegidos y diferentes

soluciones nutritivas.

Actividad
Altura de No. de . Antioxidante
Fuente de Prolina Fenoles
PDT \ariacion planta ramas (umol/g) (ng CAE/100 g) (% de
(cm) (planta 1) H inhibicion de
DPPH)
GL Pr>F GL Pr>F GL Pr>F GL Pr>F GL Pr>F
Ambiente 1 0.0014* 1 0.0001** 1 0.0001** 1 0.0385* 1 0.5930"
18 SN 6 0.3474™ 6 0.6948" 6 0.0001** 6 0.0197* 6 0.0001**
Amb*SN 6 0.9315™ 6 0.9131"™ 6 0.0001** 6 0.0190* 6 0.0012*
CME C.V. CME C.V. CME C.V. CME C.V. CME C.V.
12.96 11.42 28.16 15.50 0.07 13.30 51.16 4.06 52.33 14.26
Ambiente 1 0.9587" 1 0.0955" 1 0.0400* 1 0.0287* 1 0.0001**
36 SN 6 0.6038" 6 0.7317"™ 6 0.0001** 6 0.0001** 6 0.0001**
Amb*SN 6 0.0185* 6 0.3647" 6 0.0067* 6 0.0001** 6 0.0001**
CME C.V. CME C.V. CME C.V. CME C.V. CME C.V.
11.89 10.40 19.09 11.31 0.19 22.39 6.69 1.58 14.24 6.04
Ambiente 1 0.5446"™ 1 0.2160" 1 0.0001** 1 0.0152* 1 0.0001**
56 SN 6 0.0001** 6 0.0019* 6 0.0001** 4 0.0022* 4 0.0001**
Amb*SN 6 0.7178™ 6 0.8747" 6 0.0001** 4 0.0001** 4 0.0001**
CME C.V. CME C.V. CME C.V. CME C.V. CME C.V.
15.37 10.98 21.90 10.68 0.06 23.03 37.93 3.56 16.44 5.46

DDT: Dias después del trasplante, SN: Solucién Nutritiva, Amb*SN: Interaccién Ambiente por Solucién Nutritiva, GL: Grados de libertad, CME: Cuadrado medio del error, ™ No

significativo a P < 0.05. *Significativo a P < 0.05, **Altamente significativo a P <0.01, C.V.: Coeficiente de variacion (%).
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5.3. Contenido de humedad del vastago y raiz

No hubo diferencias significativas en el contenido de humedad del vastago en ambos
ambientes de produccion de romero. Sin embargo, se observé una disminucion gradual en el
contenido de humedad de las plantas de romero cultivado en ambos ambientes de produccién
durante el tiempo que dur6 el experimento (Cuadro 6).

Cuadro 6. Contenido de humedad en véastago y raiz de romero cultivado en dos ambientes
de produccion.

DDT Véstago (%) Raiz (%)
Casa Sombra Invernadero Casa Sombra Invernadero
18 6993, A 67.6a, A 4094, A 279b,B
36 66.6 a, B 65.7a, A 43.7a, A 38.44a, AB
56 40.34,C 37.84a,B 34.64a, A 4404, A

DDT: Dias después del trasplante. Letras minGsculas en la misma fila denota diferencias significativas entre ambientes,
letras mayusculas en la misma columna denota diferencias significativas entre fechas de corte (Tukey a = 0.05).

La falta de material vegetal impidi6 que se realizaran los andlisis estadisticos
correspondientes para determinar el efecto de la solucion nutritiva sobre esta variable, en
otras plantas medicinales como tomillo (Thymus vulgaris) y lavanda (Lavandula
angustifolia) se ha observado una tendencia global similar a la de este trabajo cuando se
cultivaron en ambientes protegidos acompariados de concentraciones graduales de salinidad
en la solucién nutritiva (Cordovilla et al., 2014). Una respuesta similar ha sido reportado para
Puccinellia tenuiflora y Halogeton glomeratus, especies haléfitas, 1o que sugiere que estos
cambios en el contenido de humedad contribuyen a la reduccion del potencial osmotico de

las células lo que les permite conservar la turgencia (Yu et al., 2011; Wang et al., 2015).

Respecto al contenido de humedad en la raiz, se encontraron diferencias entre
ambientes de cultivo del romero a los 18 DDT donde los mayores valores se encontraron en
las raices de las plantas cultivadas en casa sombra (40.9 %) sin encontrarse diferencias

estadisticas entre fechas de corte.

En plantas de salvia (Salvia officinalis), Taarit et al. (2012) reportaron una reduccion
en el contenido de humedad de la raiz al incrementar la concentracién salina del medio de

cultivo, contrario a lo esperado, en este trabajo se observo un incremento gradual en el
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contenido de humedad de las raices de las plantas de romero cultivadas en invernadero
(Cuadro 6). Dado que el agua entra en las raices en respuesta al gradiente de potencial hidrico
establecido por la transpiracion, es posible que estos resultados hayan sido influenciados por
la diferencia de temperatura en los ambientes de produccién, las condiciones en el
invernadero pudieron haber inducido una serie de adaptaciones en las raices con la finalidad
de mantener el gradiente de potencial necesario para la absorcion de agua y evitar la

desecacion (Sanchez y Aguirreolea, 2000; Ferrandez, 2004).

5.4. Acumulacion de materia seca

A los 18 DDT se observé que en el ambiente invernadero, la acumulacion de materia
seca se incremento hasta 102.67 %, mientras que en casa sombra el incremento fue de 45.83
%. La acumulacion de materia seca a los 36 y 56 DDT en ambos ambientes, casa sombra e

invernadero, resultaron similares estadisticamente (Cuadro 7).

Cuadro 7. Acumulacion de materia seca (%) de romero cultivado en dos ambientes de

produccion.
DDT Véstago (%) Raiz (%)
Casa Sombra Invernadero Casa Sombra Invernadero
18 45.83b,C 102.67 a, C 33.75a, A 33.75a, A
36 120.54a,B 126.49 4, B 94.08 a, A 108.31a, A
56 439.58 a, A 416.67 a, A 103.98 a, A 65.74 a, A

DDT: Dias después del trasplante. Letras minUsculas en la misma fila denota diferencias significativas entre ambientes,

letras mayusculas en la misma columna denota diferencias significativas entre fechas de corte (Tukey a = 0.05).

Respecto a lo anterior, este hecho podria atribuirse a que las condiciones de
temperatura, luminosidad y humedad relativa en ambos ambientes de produccion
favorecieron la acumulacion de fotoasimilados y a que las plantas de romero utilizadas en
este ensayo se encontraban en estado vegetativo, periodo durante el cual la absorcion
nutrimental suele ser mayor debido a la formacion de nuevos tejidos vegetales (Azcon y
Taldn, 2000; Silber y Bar-Tal, 2008). La acumulacion de materia seca aumento con la edad
de la planta, aunque las plantas de romero cosechadas a los 56 DDT tuvieron un periodo

mayor para crecer, Gonzalez (2013) indica que este cultivo en campo estd listo para la
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cosecha 10 meses después del trasplante, aunque lo ideal es esperar hasta el pleno desarrollo
del cultivo dos o tres afios después de su establecimiento.

No se encontraron diferencias estadisticas en la acumulacién de materia seca de la
raiz en ninguno de los ambientes de produccidn, ni entre fechas de corte. Debido a falta de
material vegetal no se realizaron los analisis correspondientes para determinar el efecto de la

salinidad en esta variable.

5.5. Altura de planta

En el Cuadro 8 se observa que por efecto de los ambientes de produccion, la altura de
planta de romero resultd diferente a los 18 DDT, encontrandose los mayores promedios en
las plantas cultivadas en invernadero; al respecto, es posible que la intensidad luminosa
inicial percibida en ese ambiente haya estimulado una acumulacion mayor de carbohidratos
(Lambers et al., 2008). Sin embargo, el cultivo siguié un mismo ritmo de crecimiento el

tiempo de duracion del experimento en ambos ambientes de produccion.

Al considerar el efecto de la solucién nutritiva sobre la altura, el analisis de varianza
permite observar un crecimiento homogéneo a los 18 y 36 DDT, observandose diferencias
hasta los 56 DDT en donde la altura mayor de planta de romero se obtuvo con el tratamiento
1, sin diferencias estadisticas con los tratamientos 2, 5y 7, los promedios oscilaron entre
41.04 y 35.98 cm (Cuadro 5). Resultados similares se reportaron en Myrthus communis
cultivado con CE de 4 y 8 dS m* cuando se us6 NaCl (Acosta et al., 2015).

Al analizar la interaccion ambiente x solucion nutritiva, se pudo observar
homogeneidad en la altura de plantas de romero cultivadas en invernadero, mientras que en
el ambiente casa sombra se encontraron diferencias altamente significativas atribuibles al
efecto de la solucion nutritiva, observandose que las plantas méas altas se obtuvieron en el
tratamiento 1 (42.92 cm) y las de menor altura en los tratamientos 3 y 4 (31.44 y 31.48 cm)
(Cuadro A2, Apéndice).

La tendencia observada en esta variable coincide con lo reportado por Kiarostami et
al. (2010) aunque las alturas de planta que reportaron cuando usaron NaCl fueron menores,
19.58 a 23.66 cm, en comparacion con las de este trabajo, estas diferencias podrian atribuirse
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a la concentracion subdptima de algunos nutrientes que acompafiaron a los tratamientos con

NaCl en este ensayo (Sonneveld, 2004).

Cuadro 8. Comparacion de medias para la variable altura de planta de romero por efecto

del ambiente de produccion y de las soluciones nutritivas.

Fuente de variacién

Ambiente

Casa Sombra

Invernadero

Solucién Nutritiva

1
2
3
4
5
6
7

. SN 75% (Control)

. SN 100%

. SN 640%

. SN 870%

. Control + 75 mM de NaCl

. Control + 100 mM de NaCl
. Control + 125 mM de NaCl

Altura de planta

(cm)

18 DDT 36 DDT 56 DDT
30.066 b* 33.129a 35.980 a
32.949a 33.171a 35.409 a
31.950 a 35.050 a 41.040 a
33.000 a 33.340 a 38.140 ab
33.150 a 32220 a 31.150 ¢
31.200 a 32.930a 32430 c
30.120 a 32.280 a 35.980 abc
30.600 a 33.350 a 34.820 bc
30.530a 32.880 a 36.300 abc

DDT: Dias después del trasplante, Z Promedios con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey

o= 0.05), SN: Solucion nutritiva de Steiner (1984).

Por su parte, Alarcon et al. (2006) reportaron detrimentos en la altura de plantas de

romero conforme se incrementd la concentracién de NaCl hasta 70 mM en la solucion

nutritiva en plantas de mas edad, esta condicion pudo haber sido influenciada por el cultivar

y la edad de la planta. Sin embargo, en vista de los cambios medioambientales futuros un

adecuado manejo del agua de riego con altas conductividades podria ser una alternativa para

el uso eficiente de recursos en etapas tempranas del cultivo que no comprometerian su

ganancia de altura.

Aparentemente la adicion de diferentes sales a la solucion nutritiva, NaCl o todos los

nutrientes, tuvieron efectos desiguales sobre el crecimiento vegetativo, lo cual fue observable

en el andlisis del efecto de la interaccién ambiente x solucién nutritiva donde la solucién

nutritiva mostro diferencias en las plantas de romero cultivadas en ambiente casa sombra
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(Cuadro A2, Apéndice). Los tratamientos 3 y 4 presentaron alturas estadisticamente menores
al resto de los tratamientos con NaCl (32.28-32.93 cm) (Cuadro 8), lo que indica que el
incremento de la salinidad en el medio de cultivo con sobredosis de nutrientes genera un
detrimento mayor en el crecimiento de romero, este fenomeno también se ha observado en

menta (Mentha piperita) y verbena (Lipia citriodora) (Tabatabaie y Nazari, 2007).

La restriccion registrada al final del experimento en la altura de planta en los
tratamientos 3 y 4 posiblemente se debi6 a una acumulacion excesiva de sales en el sustrato,
lo que generd una conductividad eléctrica tan alta que rebasé el umbral fisioldgico de
tolerancia a la salinidad del romero y eventualmente provoco la desecacion osmotica de la
planta (Sonneveld, 2004; Sanchez y Aguirreolea, 2000); inicialmente se observo la excrecion

de sales en las hojas basales y el necrosamiento de ramas y del meristemo apical (Figura 1).
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Figura 1. Hojas de Rosmarinus officinalis afectadas por exceso de sales.

En este trabajo se demuestra parcialmente que Rosmarinus officinalis es una planta
moderadamente tolerante a la salinidad como lo indican Miyamoto (2008) y Tounekti et al.,
(2008), ya que el estrés salino promovido por soluciones nutritivas adicionadas con NaCl con

alta CE por 56 dias de tratamiento no redujeron el crecimiento.
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5.6. NGmero de ramas

En el Cuadro 9 se observa que el niUmero de ramas por planta fue diferente entre
ambientes de produccion a los 18 DDT, los valores mas altos se encontraron en las plantas
cultivadas en casa sombra; no obstante, a los 36 y 56 DDT no se observaron diferencias por
efecto del ambiente. La diferencia inicial observada pudo haber sido influenciada por las
condiciones de luz permitida por la cubierta de la casa sombra y su efecto sobre la tasa de
crecimiento, ya que la formacién de nuevas hojas permite interceptar un mayor porcentaje
de radiacion (Silber y Bar-Tal, 2008).

Cuadro 9. Comparacion de medias para nimero de ramas en romero por efecto del
ambiente de produccion y de las soluciones nutritivas.

Fuente de variacion No. de ramas
(planta )

Ambiente 18 DDT 36 DDT 56 DDT
Casa Sombra 36.914 & 37.743 a 44514 a
Invernadero 31.571b 39.514 a 43.114 a

Solucion Nutritiva
1. SN 75% (Control) 34.300 a 39.900 a 47.600 a
2. SN 100% 35.900 a 38.700 a 46.900 a
3. SN 640% 35.800 a 36.800 a 39.500 ¢
4. SN 870% 32.700 a 38.400 a 40.300 bc
5. Control + 75 mM de NaCl 34.900 a 37.900 a 43.400 abc
6. Control + 100 mM de NaCl 33.200 a 39.000 a 44.900 abc
7. Control + 125 mM de NaCl 32.900 a 39.700 a 44.800 abc

DDT: Dias después del trasplante, 2 Promedios con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey
(o= 0.05), SN: Solucién nutritiva de Steiner (1984).

Las diferencias en el nimero de ramas planta® por efecto de la solucion nutritiva se
manifestaron hasta los 56 DDT, donde los tratamientos 3 y 4 registraron los valores menores,
39.5y 40.3 ramas-planta?, el resto de los tratamientos resultaron con valores estadisticamente
similares que fluctuaron entre 43.4 a 47.6 ramas-planta® (Cuadro 9). La exposicion

prolongada a la salinidad gradualmente reduce la respiracion como parte de la disminucion
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en la asimilacién de carbono por lo que en estas condiciones todos los procesos metabélicos
asociados con el crecimiento se desaceleran (Lambers et al., 2008).

En la interaccion ambiente x solucién nutritiva, las plantas de romero cultivadas en
el ambiente casa sombra mostraron diferencias en el nimero de ramas atribuibles al efecto
de la solucion nutritiva observandose que el incremento de la concentracion en el medio de
cultivo disminuyd la formacién de brotes (Cuadro A3, Apéndice). Los resultados de esta

variable fueron parecidos a la tendencia observada para la variable altura de planta.

5.7. Contenido de prolina

El contenido de prolina resulté diferente en las tres fechas de muestreo en ambos
ambientes de produccion. Las plantas de romero cultivado en invernadero registraron el
mayor contenido de prolina a los 36 y 56 DDT con 2.067 umol/g y 1.313 pmol/g,
respectivamente (Cuadro 10). Aunque estos valores difieren de los reportados en Thymus
vulgaris donde el contenido de prolina increment6 en condiciones de campo en comparacion
con las condiciones de malla sombra, lo cual sugiere que las condiciones en el invernadero
de alguna manera aseveraron el estrés inducido y estimularon una mayor sintesis de este
metabolito (Zrig et al., 2016). Ademas de actuar como osmolito, en diversas condiciones de
estrés abiotico, la prolina funciona como un chaperén molecular que conserva la integridad
de proteinas y membranas, estabiliza el pH del citosol y neutraliza especies reactivas al
oxigeno (Kishor et al., 2005; Hayat et al., 2012).

Respecto al contenido de prolina por efecto de la solucion nutritiva se observaron
diferencias estadisticas a los 18, 36 y 56 DDT. Durante el tiempo del experimento, los valores
menores en contenido de prolina se obtuvieron en el tratamiento 1 mientras que los valores
mayores se encontraron en el tratamiento 3, sin embargo, no difirié estadisticamente de lo
obtenido en el tratamiento 4 a los 36 y 56 DDT (Cuadro 10).

La interaccion ambiente x solucion nutritiva mostrd que en ambos ambientes la
acumulacién de prolina incrementd considerablemente en concentraciones superiores al
640% de la solucion nutritiva de Steiner (1984) (Cuadro A4, Apéndice).

Lo anterior indica que el efecto osmético que puede ocasionar el NaCl es diferente

del originado por una concentracion excesiva de todos los nutrientes. Aungue la tendencia
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observada de la prolina a incrementarse a medida que la salinidad aument6 coincidié con
otras especies medicinales cuando se trabajé con altas concentraciones de NaCl; los valores
de prolina obtenidos en esta investigacion son superiores a los reportados en Mentha piperita,
pero inferiores a los de Satureja hortensis y Matricaria chamomilla (Roodbari et al., 2013;
Akbari et al., 2013; Afzali et al., 2009).

Cuadro 10. Comparacion de medias para contenido de prolina en romero por efecto del

ambiente de produccion y de las soluciones nutritivas.

Fuente de variacion Prolina
(umol/g)

Ambiente 18 DDT 36 DDT 56 DDT
Casa Sombra 2.495 a* 1.810b 0.748 b
Invernadero 1.567 b 2.068 a 1.313a

Solucion Nutritiva
1. SN 75% (Control) 0.183d 0.590d 0.078d
2. SN 100% 0.858 ¢ 1.060 cd 0.105d
3. SN 640% 3.143 a 3.305a 2.846 a
4. SN 870% 2.440 b 3.305a 2.953 a
5. Control + 75 mM de NaCl 2.290 b 1.510 cd 0.372 cd
6. Control + 100 mM de NaCl 2.603 b 1.432 bc 0.938 b
7. Control + 125 mM de NaCl 2.680 b 1.997 b 0.690 bc

DDT: Dias después del trasplante, Z Promedios con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey a
=0.05), SN: Solucioén nutritiva de Steiner (1984).

La revisibn de Hayat et al. (2012) permite comprender la relacién entre la
acumulacién de prolina con el estrés salino en plantas. En condiciones de salinidad las plantas
necesitan estrategias para sobrevivir en ambientes hostiles, uno de los mecanismos
fisiolégicos mas eficientes para sobrevivir a condiciones de estrés, es el ajuste osmético en
el que los tejidos reducen su potencial osmotico mediante la acumulacién una variedad de
metabolitos de tal manera que éstos les ayuden a conservar la turgencia (Wu et al., 2013;
Zrig et al., 2016). Al inicio del experimento se observo un incremento progresivo del
contenido de prolina conforme la concentracion de la solucion nutritiva aumento,

adicionalmente, la disminucion observada a través del tiempo permite inferir que la edad de
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la planta influye en su capacidad de sintetizar y regular la concentracion de este aminoacido
durante el tiempo que dura el estrés (Xu et al., 2014).

5.8. Contenido total de fenoles

Cabe sefialar que los métodos de aislamiento de los compuestos fendlicos se
fundamentan en sus propiedades acidas y polaridad; debido a la metodologia y sustancias de
referencia usadas es posible que el contenido de fenoles se muestre diferente. En la mayor
parte de las investigaciones, el equivalente usado es el acido galico (GAE) con base en el
cual se consideran niveles bajos valores inferiores a 12 mg g (Kahkonen et al., 1999). En el
presente estudio, el estandar de equivalencia fue el &cido cafeico (CAE), del que deriva el
acido rosmarinico, producto natural reconocido de Rosmarinus officinalis y de otras

Lamiaceae con importantes propiedades bioldgicas (Park et al., 2008).

En el Cuadro 11 se observa que el contenido de fenoles totales resulté diferente entre
los ambientes de produccion, donde las plantas de romero cultivadas en invernadero
obtuvieron los mayores valores en los tres muestreos (163.996 — 178.244 ug CAE/100 g).
Estos valores difieren de los de Zrig et al. (2016), quienes reportaron 6.46 mg acido galico
g PF (promedio) de fenoles totales en Thymus vulgaris cultivado en casa sombra, con un
aporte de 500-700 mM m s-! PAR, éstas Gltimas condiciones de luminosidad son similares
a las registradas en invernadero en este trabajo (Cuadro 4), lo que sugiere que el contenido
de fenoles totales podria ser sensible a la luz. Al respecto, Ghasemzadeh et al. (2010)
observaron que la variacion de los niveles de radiacién influyen en la acumulacion y
distribucion de fenoles en Zingiber officinale en el que se obtuvieron resultados mayores con
460 — 790 umol m2s? (34.16 - 39.06 mg &cido galico g* PS).

Con respecto al efecto de la solucién nutritiva en el contenido total de fenoles en
plantas de romero no se observaron diferencias significativas al inicio del experimento. Las
diferencias se encontraron a partir de los 36 DDT, donde el valor maximo se reporto en el
tratamiento 1 (173.789 ug CAE/100 g) y el minimo en el tratamiento 2 (157.605 ug CAE/100
0); las plantas de romero de los tratamientos 3 y 4 murieron debido a las altas concentraciones
de la solucion nutritiva, por lo que no fueron considerados en los andlisis de varianza

posteriores (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Comparacion de medias para la variable contenido total de fenoles en romero

por efecto del ambiente de produccion y de las soluciones nutritivas.

o Fenoles Totales
Fuente de variacion

(ug CAE/100 g)

Ambiente 18 DDT 36 DDT 56 DDT
Casa Sombra 173.451 b* 162.154 b 169.632 b
Invernadero 178.244 a 163.996 a 175.605 a

Solucién Nutritiva
1. SN 75% (Control) 169.908 a 173.789 a 179.382 a
2. SN 100% 176.947 a 157.605d 173.724 a
3. SN 640% 174.645 a 167.079 b Y
4. SN 870% 169.908 a 163.000 bc -

5. Control + 75 mM de NaCl 174974 a 158.987 cd 171.158 ab
6. Control + 100 mM de NaCl 182.474 a 161.092 cd 162.868 b
7. Control + 125 mM de NaCl 182.079 a 159.974 cd 175.961 a

DDT: Dias después del trasplante, 2 Promedios con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey a =

0.05), SN: Solucioén nutritiva de Steiner (1984), ¥: Datos no recolectados por muerte de plantas.

A los 56 DDT el valor més bajo se reporté en el tratamiento 6 (162.868 ug CAE/100
g) mientras que los valores maximos se registraron en los tratamientos 1, 2, 5y 7, con valores

de 179.382 a 171.158 ug CAE/100 g, pero sin diferencias estadisticas ente ellos (Cuadro 11).

El andlisis de interaccion ambiente x solucion nutritiva, mostré que en el ambiente
casa sombra, el mayor contenido de fenoles totales se obtuvo con el tratamiento 7 mientras
que en el ambiente invernadero fue con el tratamiento 1 (187.47 y 187.08 ung CAE/100g,

respectivamente) (Cuadro A5, Apéndice).

Los valores registrados en este trabajo son mayores a los de Chizzola et al. (2008) y
Juérez et al. (2011) quienes reportaron valores que oscilaron entre 65.1 y 68.05 ug CAE/100
g en Thymus vulgaris cultivado en diferentes condiciones agronomicas; lo cual sugiere que

el cultivo de romero es una especie con una importante produccién de compuestos fendlicos.
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Kiarostami et al. (2010) trabajaron el cultivo de romero sin la utilizacion de una
solucion nutritiva complementaria y reportaron que el contenido mayor de fenoles totales se
obtuvo con 100 mM NaCl (4.22 mg de &cido galico/g™) mientras que con 150 mM NaCl
observaron una disminucion (3.47 mg de 4cido galico/g™). En la presente investigacion, la
adicion de NaCl no afectd significativamente el contenido total de fenoles en extractos de
romero con respecto a las plantas control con excepcién del tratamiento 6 (100 mM NaCl) a
los 56 DDT, es posible que esta respuesta fuera influenciada por el estado nutrimental de la

planta, aungue se requerird mayor experimentacion para corroborarlo.

En investigaciones realizadas en otras especies de la familia Lamiaceae los resultados
en el contenido total de fenoles son contradictorios. Por su parte, Taarit et al. (2012)
observaron que el contenido de fenoles totales disminuy6 en proporcion a los niveles altos
de salinidad en Salvia officinalis, con 75 mM NaCl registr6 40.66 mg GAE g™ PS, pero con
100 mM NaCl disminuy6 a 27.78 mg GAE g PS. Mientras que Zrig et al. (2016) observaron
en Thymus vulgaris que dos semanas de tratamiento con concentraciones de 50 y 150 mM

NaCl incrementaron el contenido de fenoles en plantas cultivadas a campo abierto.

Tounekti et al. (2011) identificaron y cuantificaron en extractos de romero la
concentracion de los diterpenos fenolicos, sus resultados mostraron que la concentracion de
estos compuestos no se modificdé con 100 mM NaCl en comparacion con el control. En este
estudio el contenido mayor de fenoles totales se registro en el tratamiento 1 a los 18, 36 y 56
DDT, lo que permite sugerir que no es necesaria la manipulacion de la solucidn nutritiva con

exceso de sales para obtener un contenido mayor de fenoles totales en romero.

5.9. Indice de actividad antioxidante

Respecto al indice de actividad antioxidante (AAQ) no se encontraron diferencias
estadisticas en el porcentaje de inhibicion de DPPH por efecto del ambiente de cultivo en
esta variable a los 18 DDT; las diferencias se observaron alos 36 y 56 DDT donde las plantas
de romero cultivado en ambiente invernadero registraron la AAO mayor (Cuadro 12). Es
posible que tal respuesta esta en funcion de la radiacién fotosintéticamente activa recibida en
el ambiente. Esta tendencia es contraria a la reportada por Ghasemzadeh et al. (2010) en
extractos de Zingiber officinale donde se observé una disminucion de la actividad

antioxidante al aumentar la intensidad luminosa, dada la importancia biologica de este tipo
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de compuestos y su papel como antioxidantes en la nutricion humana, debe considerarse el

uso de diferentes ambientes controlados para su produccion.

Por efecto de la solucién nutritiva se observaron diferencias estadisticas sobre el
indice de actividad antioxidante de plantas de romero durante el tiempo que duro el
experimento. A los 36 DDT se presentaron diferencias estadisticamente significativas para
los tratamientos 3 y 4 con respecto a los demas tratamientos, lo cuales obtuvieron los valores
menores (44.9 y 41.4 %) (Cuadro 12). Al respecto, se sabe que la salinidad genera estrés
oxidativo, lo que significa que acelera la oxidacion de un sistema bioldgico, los antioxidantes
disminuyen los efectos adversos de las especies reactivas al oxigeno. Es posible que estos
valores se encontraran debido al estrés oxidativo inducido por las concentraciones altas de
todos los nutrientes presentes en la solucion del sustrato que estimularon una produccion

mayor de especies reactivas de oxigeno (Miller et al., 2010).

Cuadro 12. Comparacion de medias para la variable de indice de actividad antioxidante
por efecto del ambiente de produccion y de las soluciones nutritivas.
Actividad Antioxidante
(% de inhibicion de DPPH)

Fuente de variacion

Ambiente 18 DDT 36 DDT 56 DDT
Casa Sombra 51.221 &* 57.932b 69.645 b
Invernadero 50.180 a 67.029 a 78.790 a

Solucién Nutritiva
1. SN 75% (Control) 63.296 a 67.181 a 90.915a
2. SN 100% 51.724 b 70.888 a 76.613 b
3. SN 640% 37.868 ¢ 44,944 b -y
4. SN 870% 49.380 b 41.476 b -
5. Control + 75 mM de NaCl 50.124 b 70.563 a 74.166 b
6. Control + 100 mM de NaCl 52.525 ab 71.970 a 64.390 c
7. Control + 125 mM de NaCl 49.986 b 70.340 a 65.001 c

DDT: Dias después del trasplante, 2 Promedios con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey

a = 0.05), SN: Solucion nutritiva de Steiner (1984),¥: Datos no recolectados por muerte de plantas.
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En este ensayo la severidad y duracion del estrés rebasaron la habilidad del tejido para
aclimatarse y las plantas de los tratamientos 3 y 4 murieron en ambos ambientes de

produccidn; razén por la cual no se consideraron en el analisis de varianza subsecuente.

La interaccion ambiente x solucion nutritiva mostré que con la solucién nutritiva de
Steiner al 75 % obtuvo el mayor indice de actividad antioxidante en ambos ambientes,
observandose mayores porcentajes de inhibicion de DPPH en el extracto fendlico de las
plantas de romero cultivadas en el ambiente invernadero (94.05 %). Tanto en ambiente casa
sombra como en invernadero el indice de actividad antioxidante disminuyd conforme

incremento la concentracion de la solucion nutritiva. (Cuadro A6, Apéndice).

El indice de actividad antioxidante tiende a cambiar de manera significativa a medida
que incrementa la concentracién de la solucion nutritiva y tiene una respuesta diferencial en
cuanto a la sal que la ocasiona, el tratamiento 1 se mantuvo con los mayores porcentajes de
inhibicion el cual fue una condicion sin estrés, mientras que los valores menores se
registraron en los tratamientos 6 y 7 con 64.39 y 65.00 %, los cuales en su formulacion

contenian 100 mM y 125 mM de NaCl, respectivamente.(Cuadro 12 y A6, Apéndice).

En esta investigacion, Rosmarinus officinalis mostr6 una disminucion en el indice de
actividad antioxidante conforme incrementd la salinidad del medio de cultivo, tendencia
parecida a la observada por Kiarostami et al. (2010) y Oueslati et al. (2010). Sin embargo,
los porcentajes de inhibicion del DPPH observados en este experimento son superiores a los
reportados por Chizzola et al. (2008) (22-55%) y Juarez et al. (2011) (43.88 %) en Thymus

vulgaris.

Debido a sus propiedades y estructura, los compuestos fenolicos son extractos
complejos que presentan una alta actividad antioxidante, la cual esta dada por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes, de la interaccion entre ellos y
del ambiente en el que se encuentran, eventualmente pueden producirse efectos
potenciadores o inhibidores (Frankel y Meyer, 2000). Los resultados obtenidos permiten
sugerir que no es recomendable inducir el estrés salino en plantas de romero para producir

compuestos antioxidantes de origen natural.
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5.10. Composicion de aceites esenciales

El aceite esencial de romero obtenido no pudo ser completamente separado de la fase
acuosa, por lo que no fue posible determinar el rendimiento y por tal motivo no se realizaron

sus respectivos analisis estadisticos.

El analisis de cromatografia de gases-espectrometria de masas detectd los
componentes mas abundantes del aceite esencial de romero, los cuales fueron, eucaliptol (Tr
6.8), linalol (Tr 8.81), camfor (Tr 10.05), borneol (Tr 10.69), 4-terpineol (Tr 11.01), acetato
de bornilo (Tr 11.42), timol (Tr 14.08), metil eugenol (Tr 14.61), cariofileno (Tr 17.56) a-
cariofileno (Tr 18.42), spathulenol (Tr 21.45), 6xido de cariofileno (Tr 21.57), Tau-cadinol
(Tr 21.93) y delta cadinese (Tr 22.64). Dichos compuestos coinciden en parte con los
reportados en aceite esencial de romero originario de Brasil, Egipto, Irén, Italia y TUnez
(Angioni et al., 2004; Leithy et al., 2006; Langroudi et al., 2013; Frescura et al., 2018;
Tounekti et al., 2008).

La cromatografia de gases mostrd que el nimero de iones para timol, metil eugenol,
cariofileno, a-cariofileno, spathulenol, Tau-cadinol y delta cadinese fue de cero en todos los
tratamientos incluido testigo en el ambiente casa sombra (Figuras A8-Al12, Al4 y A15,
Apéndice). Sin embargo, los mismos compuestos mostraron diferencias en concentracion en
el ambiente invernadero (Figura 2). Lo que sugiere que las condiciones en invernadero,
especialmente la radiacion solar y la temperatura, promovieron cambios en las rutas

metabolicas para la produccion de aceite esencial (Morais, 2009).

Tanto en ambiente casa sombra como en invernadero los compuestos identificados
por cromatografia de gases se mostraron inconsistentes debido a que no mostraron ninguna
tendencia lineal, exponencial, etc.; dichos compuestos fueron eucaliptol, linalol, camfor,
borneol, 4-terpineol, terpineol, acetato de bornilo y oxido de cariofileno, aunque resultaron
en mayor contenido que el testigo (Figuras A1-A7 y A13). Por su parte, Tounekti etal. (2011)
encontraron que la acumulacion de compuestos de aceite esencial como camfor, a-terpineol
y borneol mostré diferencias de acuerdo a la composicién de la solucién nutritiva utilizadas
en el medio de cultivo y que no respondio positivamente en todos los casos. Adicionalmente,
la concentracion de algunos compuestos como 1-8 cineol (eucaliptol) puede ser influenciada,
entre otras cosas, por la duracion del tratamiento salino y la edad de la planta. Dado que la
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concentracion de compuestos varia de acuerdo al tiempo de la cosecha, se ha de observar el
compuesto de interés y llevar un control muy riguroso de la concentracion nutrimental de las
hojas para obtener un perfil determinado de aceite esencial (Tounekti et al., 2008; Frescura
etal., 2018).
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Class: Ambiente de produccion, CS: Casa sombra, INV: Invernadero.
Figura 2. Estimacion de la variacion de compuestos identificados en aceite esencial de
romero producido en ambiente casa sombra e invernadero. Los valores se

codificaron en color para representar la concentracion relativa de cada compuesto.
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6. CONCLUSIONES

Con base a los objetivos e hipotesis planteados en esta tesis, se llegé a las siguientes

conclusiones:

Las condiciones de cultivo, en casa sombra e invernadero, no tuvieron efecto en el contenido
de humedad o acumulacion de materia seca del vastago y la raiz, ni en la altura de planta y

ndmero de ramas de romero.

La acumulacién de prolina en romero asi como el contenido total de fenoles y su indice de
actividad antioxidante fueron altamente influenciados por el ambiente de cultivo, los

promedios mayores se encontraron en las plantas de romero cultivadas en invernadero.

Las soluciones nutritivas adicionadas con NaCl no afectaron la altura de planta y nimero de
ramas de romero. Sin embargo, concentraciones altas de la solucion nutritiva de Steiner (640

y 870 %) redujeron sobre la altura de planta y nUmero de ramas de romero.

La acumulacién de prolina estuvo influenciada por la composicién de la solucién nutritiva,

los valores mayores se obtuvieron con la solucién nutritiva de Steiner al 640 y 870 %.

El contenido total de fenoles y el indice de actividad antioxidante estuvo afectado por la
composicion de la solucidon nutritiva, el cual fue mayor con solucion nutritiva de Steiner al
75 %.

La composicidn de aceite esencial de romero fue diferente entre ambientes de crecimiento.
En casa sombra se identificaron eucaliptol, linalol, camfor, borneol, 4-terpineol, acetato de
bornilo y oxido de cariofileno. Mientras que en invernadero adicionalmente se identificaron

timol, metil eugenol, cariofileno, a-cariofileno, spathulenol, Tau-cadinol y delta cadinese.
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Cuadro Al. Contrastes ortogonales para las variables de crecimiento, prolina, fenoles y actividad antioxidante de

Rosmarinus officinalis por efecto de la interaccion ambiente de produccion por solucion nutritiva.

No. de _ Actividad Antioxidante
] Altura Prolina Fenoles o
Tratamientos Ramas (% de inhibicién de
(cm) (planta) (umol/g) (ng CAE/100 g) DPPH)
planta
CS SN1vs. INV SN1 0.1540NS 0.2989NS 0.0037** 0.0013** 0.0289*
CSSN2vs. INV SN2  0.9872Ns  0.7420N° 0.4033N\° 0.3502 NS 0.0104**
CSSN3vs. INVSN3  0.6039NS  0.7353NS 0.0001** 0.3351 N 0.0001 **
CSSN4vs. INVSN4  0.4683NS  0.8448NS 0.0332** 0.5855NS 0.1069 NS
CSSN5vs. INVSN5  0.6139NS  0.1214NS 0.2413NS 0.0180* 0.0001**
CSSN6vs. INVSN6  0.6032NS  0.8448NS 0.0001** 0.0001** 0.0001**
CS SN7 vs. INV SN7 0.9390NS  0.8962NS 0.0012** 0.0005** 0.6336 NS

CS: Casa sombra, INV: Invernadero, SN: Solucién nutritiva, NS No significativo a P < 0.05, * Significativo a P < 0.05, ** Altamente significativo a P <

0.01, Y Datos no recolectados debido a muerte de plantas.
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Cuadro A2. Efecto de la interaccién ambiente de produccidn por solucion nutritiva para la

variable altura de planta de Rosmarinus officinalis.

Tratamiento

Altura de planta

(cm)

Ambiente Casa Sombra 18 DDT 36 DDT 56 DDT
1. SN 75% (Control, C) 29.80 &* 37.06 a 42.92 a
2. SN 100% 31.00 a 31.76 a 39.04 ab
3. SN 640% 32.20 a 31.72a 3l44c
4. SN 870% 29.40 a 3549 a 31.48¢c
5. C + 75 mM de NaCl 28.50 a 31.00a 36.64 abc
6. C + 100 mM de NaCl 30.20 a 33.12a 34.14 bc
7. C + 125 mM de NaCl 29.36 a 31.30a 36.20 abc
Pr>F 0.7379 0.068 0.0001**

Ambiente Invernadero
1. SN 75% 3410 a 33.04a 39.16 a
2. SN 100% 35.00 a 3492a 37.24a
3. SN 640% 34.10a 32.72a 30.86 a
4. SN 870% 33.00a 29.92 a 33.38a
5.C + 75 mM de NaCl 31.74 a 33.56 a 35.32a
6. C + 100 mM de NaCl 31.00 a 33.58 a 35.50 a
7. C + 125 mM de NaCl 31.70 a 34.46 a 36.40 a
Pr>F 0.5359 0.323 0.1227

SN: Solucion nutritiva de Steiner (1984), DDT: Dias después del trasplante, 2 Promedios con la misma letra en la columna

son estadisticamente iguales (Tukey (a = 0.05), ** Altamente significativo a P < 0.01.
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Cuadro A3. Efecto de la interaccion ambiente de produccidn por solucion nutritiva para la

variable nimero de ramas por planta de Rosmarinus officinalis.

Tratamiento

NUmero de ramas

(planta)

Ambiente Casa Sombra 18 DDT 36 DDT 56 DDT
1. SN 75% (Control, C) 30.00 a* 39.80 a 49.20 a
2. SN 100% 3340a 36.60 a 46.60 ab
3. SN 640% 33.60 a 34.80 a 39.60 b
4. SN 870% 30.80 a 40.40 a 40.60 b
5. C + 75 mM de NaCl 31.20 a 36.00 a 45.80 ab
6. C + 100 mM de NaCl 31.60 a 37.80 a 45.20 ab
7. C + 125 mM de NaCl 30.40a 38.80 a 44.60 ab
Pr>F 0.9579 0.385 0.0077*

Ambiente Invernadero
1. SN 75% 38.60 a 40.00 a 46.00 a
2. SN 100% 38.40a 40.80 a 45.80 a
3. SN 640% 38.00 a 38.80 a 39.40 a
4. SN 870% 34.60 a 36.40 a 40.00 a
5. C + 75 mM de NaCl 38.60 a 39.80 a 41.00 a
6. C + 100 mM de NaCl 34.80a 40.20 a 44.60 a
7. C + 125 mM de NaCl 35.40a 40.60 a 45.00 a
Pr>F 0.353 0.722 0.235

SN: Solucidén nutritiva de Steiner (1984), DDT: Dias después del trasplante, 2 Promedios con la misma letra en la columna

son estadisticamente iguales (Tukey (a = 0.05), * Significativo a P < 0.05.
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Cuadro A4. Efecto de la interaccion ambiente de produccidn por solucion nutritiva para la

variable prolina de Rosmarinus officinalis.

Prolina
Tratamiento
(umol/g)
Ambiente Casa Sombra 18 DDT 36 DDT 56 DDT

1. SN 75% (Control, C) 0.27c* 0.58 ¢ -

2. SN 100% 1.60 b -y 0.17b
3. SN 640% 3.23a 33la 2.50a
4. SN 870% 3.23a 331la -

5. C + 75 mM de NaCl 299 a 1.39b 0.47b
6. C + 100 mM de NaCl 2.93a 0.72c 0.19b
7. C + 125 mM de NaCl 3.23a 1.54b 0.41b
Pr>F 0.0001** 0.0001** 0.0001**

Ambiente Invernadero

1. SN 75% 0.10c 0.60d 0.08d
2. SN 100% 0.15c 1.06 cd 0.04d
3. SN 640% 3.06a 3.30a 3.19a
4. SN 870% 1.65b 330a 2.95a
5. C + 75 mM de NaCl 1.59b 1.62 bcd 0.27d
6. C + 100 mM de NaCl 2.28b 2.14 abc 1.68b
7. C + 125 mM de NaCl 2.13b 2.45 ab 097¢c
Pr>F 0.0001** 0.0001** 0.0001**

SN: Solucidén nutritiva de Steiner (1984), DDT: Dias después del trasplante, 2 Promedios con la misma letra en la columna

son estadisticamente iguales (Tukey (a = 0.05), ** Altamente significativo a P <0.01, ¥ Datos no recolectados debido a

muerte de plantas.
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Cuadro A5. Efecto de la interaccion ambiente de produccidn por solucion nutritiva para la

variable contenido total de fenoles en Rosmarinus officinalis.

Tratamiento

Contenido total de fenoles

(ng CAE/100g)

Ambiente Casa Sombra 18 DDT 36 DDT 56 DDT
1. SN 75% (Control, C) 170.24 a 181.81a 171.68 ab
2. SN 100% 165.50 a 148.92 ¢ 175.76 ab
3. SN 640% 174.45a 169.18 b Wy
4. SN 870% 163.26 a 161.81c -
5.C + 75 mM de NaCl 179.18 a 157.87 cd 165.76 bc
6. C + 100 mM de NaCl 180.50 a 161.81c 150.50 ¢
7. C + 125 mM de NaCl 181.03 a 153.66 de 184.45 a
Pr>F 0.039* 0.0001** 0.0011*

Ambiente Invernadero
1. SN 75% 169.58 a 165.76 a 187.08 a
2. SN 100% 188.40 a 166.29 a 171.68 b
3. SN 640% 174.84 a 164.18 a -
4. SN 870% 176.55 a 164.18 a -
5.C + 75 mM de NaCl 170.76 a 160.10 a 176.55 ab
6. C + 100 mM de NaCl 184.44 a 160.37 a 175.24 ab
7.C + 125 mM de NaCl 183.13 a 166.29 a 167.47 b
Pr>F 0.038* 0.060 0.017*

SN: Solucidén nutritiva de Steiner (1984), DDT: Dias después del trasplante, 2 Promedios con la misma letra en la columna

son estadisticamente iguales (Tukey (a = 0.05), * Significativo a P <0.05, ** Altamente significativo a P <0.01, Y Datos

no recolectados debido a muerte de plantas.
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Cuadro A6. Efecto de la interaccion ambiente de produccion por solucion nutritiva para
la variable indice de actividad antioxidante de Rosmarinus officinalis.

indice de actividad antioxidante
(% de inhibicion de DPPH)

Tratamiento

Ambiente Casa Sombra 18 DDT 36 DDT 56 DDT
1. SN 75% (Control, C) 71.46 a 69.63 a 87.77 a
2. SN 100% 4354 b 77.73 a 80.33b
3. SN 640% 41.46 b 37.11c =Y
4. SN 870% 47.24 b 39.19¢ -
5.C + 75 mM de NaCl 52.34 ab 71.15a 62.11c
6. C + 100 mM de NaCl 56.04 ab 55.19b 53.66d
7.C + 125 mM de NaCl 46.46 b 55.51 b 67.33¢C
Pr>F 0.0053** 0.0001** 0.0001**

Ambiente Invernadero

1. SN 75% 55.13 ab 64.73 b 94.05a

2. SN 100% 59.90 a 64.05 ab 72.89Db

3. SN 640% 34.27d 52.78 ¢ -

4. SN 870% 51.52 bc 43.76 d -

5.C + 75 mM de NaCl 4790 ¢ 69.97 b 86.22 a

6. C + 100 mM de NaCl 49.01 bc 88.74 a 75.11Db

7. C + 125 mM de NaCl 59.90 a 85.17 a 65.67 b
Pr>F 0.0001** 0.0001** 0.0001**

SN: Solucidén nutritiva de Steiner (1984), DDT: Dias después del trasplante, 2 Promedios con la misma letra en la columna

son estadisticamente iguales (Tukey (a = 0.05), ** Altamente significativo a P <0.01, ¥ Datos no recolectados debido a

muerte de plantas.
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Figura Al. Contenido de eucaliptol identificado en Rosmarinus officinalis cultivado en dos
ambientes de produccion.
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Figura A2. Contenido de linalol identificado en Rosmarinus officinalis cultivado en dos

ambientes de produccion.
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Figura A3. Contenido de camfor identificado en Rosmarinus officinalis cultivado en dos

ambientes de produccion.
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Figura A4. Contenido de borneol identificado en Rosmarinus officinalis cultivado en dos

ambientes de produccion.
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Figura A5. Contenido de 4-terpineol identificado en Rosmarinus officinalis cultivado en

dos ambientes de produccién.
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Figura A6. Contenido de terpineol identificado en Rosmarinus officinalis cultivado en dos

ambientes de produccion.
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Figura A7. Contenido de acetato de bornilo identificado en Rosmarinus officinalis

cultivado en dos ambientes de produccion.
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Figura A8. Contenido de timol identificado en Rosmarinus officinalis cultivado en dos

ambientes de produccion.
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Figura A9. Contenido de metil eugenol identificado en Rosmarinus officinalis cultivado en

dos ambientes de produccién.
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Figura A10. Contenido de cariofileno identificado en Rosmarinus officinalis cultivado en

dos ambientes de produccion.
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Figura All. Contenido de a-carofileno identificado en Rosmarinus officinalis cultivado

en dos ambientes de produccion.
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Figura A12. Contenido de spathulenol identificado en Rosmarinus officinalis cultivado en

dos ambientes de produccion.
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Figura A13. Contenido de 6xido de cariofileno identificado en Rosmarinus officinalis

cultivado en dos ambientes de produccion.
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Figura Al4. Contenido de Tau-cadinol identificado en Rosmarinus officinalis cultivado

en dos ambientes de produccion.
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Figura A15. Contenido de delta cadinese identificado en Rosmarinus officinalis cultivado

en dos ambientes de produccién.
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