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RESUMEN

El Orégano mexicano (Lippia graveolens) en los ultimos afios ha tomado
una gran importancia por su forma de aprovechamiento ya que no solo se usa
como condimento de alimentos sino también en la elaboracion de cosméticos,
farmacos y licores. El aceite esencial del orégano es un potente fungostatico,
ademas un excelente agente antibacterial. Por su volumen de produccién México,
Grecia y Turquia, son los mejores exportadores a nivel mundial.

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el invernadero de la
Direccion de investigacion de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro; con
el objetivo de evaluar el efecto del nivel de nitrato en la solucién nutritiva sobre el
crecimiento y calidad del Orégano Mexicano (Lippia graveolens). Se inicié con la
siembra de semillas el 15 de Septiembre del 2004 en charolas de poliestireno,
aplicando riegos con soluciones Douglas hasta llegar a trasplantar el 12 de
Noviembre del 2004 en macetas de 10 litros dando riegos posteriores con
soluciones nutritivas, se trabajaron con 3 tratamientos a diferentes
concentraciones de nitratos por tratamiento y dos sustratos diferentes: (A)
peatmoss 100 % y (B) peatmoss 75% + perlita 15%, donde T1 = 300 ppm, el T2 =
900 ppm, y el T3 = 600 ppm de NOs (testigo) . Se utilizé un disefio completamente
al azar con la prueba de comparacion de medias de Fisher (P=0.05) utilizando el
programa de Statistica, con 12 repeticiones por tratamiento, cada maceta
representd una repeticion teniendo de esta forma 72 unidades experimentales.

A los 6 meses de trasplante se evalud la biomasa fresca y seca de las
plantas, carbohidratos totales, materia organica, contenido de carvacrol y timol en
los aceites esenciales y acumulacién de minerales en las hojas (N, P, K, Ca, Mg,
S, Fe, Cu, Mn, Zn y B). Con el uso de 300 ppm de NO3 se tuvo mayor peso
fresco aéreo y peso seco total y aumentd la densidad estomatica al igual que el
contenido de carvacrol en el aceite esencial con el sustrato A, y con 600 ppm de
NO3 con el sustrato B. con la aplicacion de diferentes dosis de nitrato en la

solucidn nutritiva y de diferentes clases de sustrato no se modificd la produccion



de carbohidratos, materia organica y el contenido de microelementos y

macroelementos.

I. INTRODUCCION

El uso de las plantas como alimento ha supuesto una busqueda desde los
inicios de la humanidad de aquellas especies que resultaban comestibles de
aquellas que no lo eran. En México (Lippia graveolens) es conocida como el
“Orégano Mexicano”, la hoja del orégano se usa no solo como condimento de
alimentos sino también en la elaboracion de cosméticos, farmacos vy licores; el
aceite esencial de orégano es un potente fungostatico, y un excelente agente
antibacterial que ataca la mayoria de bacterias patogénicas como estreptococos,
estafilococos, controla levaduras, parasitos y virus. motivos que lo han convertido
en un producto de exportacion. Adicionalmente, la Organizacion Mundial de la
Salud estima que cerca del 80% de la poblacién en el mundo usa extractos

vegetales o sus compuestos activos.

Por su volumen de produccion México, Grecia y Turquia, son los mejores
exportadores a nivel mundial, cuya distribucién es en casi todos los Estados de la
Republica, pero fundamentalmente en las regiones aridas y semiaridas, ocupando

una superficie aproximada de 35.5 millones de hectareas.

Los estados de Chihuahua, Durango, Coahuila y Tamaulipas son los que

comercializan el 50% o mas del total del pais. Donde Chihuahua participa con el


http://www.botanical-online.com/plantascomestibles.htm

21%. Se recolectan alrededor de 4000 toneladas anualmente y solo la mitad es
regulada por dependencias oficiales y comercializadas a Estados Unidos, mientras
tanto el 50% restante se extrae en forma clandestina y se exporta a diferentes
paises bajo aranceles falsos, en 1996, en el Norte del estado de Jalisco, el precio
establecido por los acaparadores fue de alrededor de $6.00 por kilogramo,
mientras que en los mercados locales llegdé a cotizarse hasta en $25.00 por Kag.

Una vez envasado y con una marca comercial llega a valer hasta $250.00 por Kg.

La explotacion del orégano se basa principalmente en la recoleccién del
follaje de poblaciones silvestres que a largo plazo puede resultar en una
disminucién de dichas poblaciones debido a que la época de recoleccién coincide
con la etapa de floracién y las semillas se encuentran en la inflorescencia,

limitando de esta forma su dispersion natural.

Dentro de los esfuerzos actuales de la investigacion, se dirigen
principalmente al desarrollo agricola especialmente en especies cultivadas como
son los basicos y hortalizas, mas sin embargo no ha habido total enfoque sobre
las especies silvestres que no han sido domesticadas como es el caso del
Orégano Mexicano (Lippia graveolens) utilizado por su biomasa como materia
prima sin transformacién y por lo que no se le ha dado un valor agregado en el
mercado directo del productor y cuyo producto es ofrecido a intermediarios que
compran a bajos precios el producto recibiendo de esta forma el productor menor
parte del beneficio econdmico.

Sin embargo este cultivo es susceptible de ser domesticado para su
produccién en un sistema de monocultivo, por lo que es necesario desarrollar un
paquete tecnolégico para optimizar la biomasa, el tiempo de produccién, y la
acumulacion de compuestos bioactivos de la planta. En realidad se carece de
informacion sobre la manifestacion de los compuestos bioactivos que contiene, a
raiz de diferentes patrones de luz, temperatura, sustratos, y sobre todo la

fertilizacion.



Dentro de la nutricién el nitrégeno es uno de los macroelementos de mayor
importancia por lo que las plantas lo asimilan en forma de nitratos, el cual se
requiere para el crecimiento y desarrollo de las plantas, de tal forma que si un
cultivo tiene los macro y micronutrientes necesarios para una buena nutricion se

obtiene un mayor crecimiento y mejores respuestas en calidad y volumen.

Objetivo
Evaluar el efecto del nivel de nitrato en la solucidn nutritiva sobre el

crecimiento y calidad del Orégano Mexicano (Lippia graveolens).

Hipotesis
La aplicacion de diferentes dosis de nitratos tendra efecto sobre el

crecimiento y la composicion de los aceites esenciales del orégano mexicano

(Lippia graveolens)
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Il. REVISION DE LITERATURA

Generalidades del cultivo (orégano mexicano Lippia graveolens)

Origen

El nombre “orégano” proviene de la palabra griega origanum y se deriva de
dos palabras, oros (montafia) y ganos (ornamento) y se traduce como la belleza
de las montafas. Una leyenda griega dice que Afrodita, diosa del amor, fue la
primera en cultivar el orégano y le dio a esta planta la fragancia que actualmente
posee (SAGPYA, 2004).

El orégano comprende varias especies de plantas que son utilizadas con fines
culinarios, siendo las mas comunes el Origanum vulgare, nativo de Europa, y el
Lippia graveolens, originario de Meéxico, (Pierce, 1999) Siendo todas ellas
silvestres, se distribuyen en casi todos los estados de la Republica, pero
fundamentalmente en las regiones aridas y semiaridas, ocupando una superficie
aproximada de 35.5 millones de Has (Maldonado, 1998). Silva (2004) aporta
referencias de que la distribucion silvestre del orégano mexicano es en Guerrero,
San Luis Potosi, Puebla, Hidalgo, Zacatecas, Chihuahua, Oaxaca, Coahuila,

Durango, Nuevo Ledn, Sonora, México Tamaulipas, Puebla y Yucatan.

11



Dentro de la clasificaciéon del orégano se han identificado 11 especies de
oréganos pertenecientes a 4 familias y 9 géneros. Tan solo en México existen 6
especies de la familia Labiatae, 3 especies de la familia Compositae, 1 especie

de la familia Leguminoseae (Quintero, 1991).

Clasificacion taxonomica

El orégano mexicano (Lippia graveolens) es un especie que pertenece al reino
plantae, Filo: magnoliophyta, clase: magnoliopsida, Orden: Lamiales, Familia:

Verbenaceae, Género: Lippia, Especie: graveolens (INBio, 1997).

Descripcion Botanica

Es una planta perenne de dimensiones variadas, el tallo es ramificado de
consistencia lefosa, las ramas usualmente son redondeadas en el apice, alcanza
una altura de 30 a 90 cm, que puede variar hasta 2.5 m teniendo como diametro
de cobertura de 52 cm. Sus hojas son enteras o poco dentadas, opuestas,
densamente pubescentes con una longitud variable de 1.5 a 3.5 cm. Posee flores
hermafroditas pequefias de 3 a 6 cm, sésiles, tubulares de color blanco o amairillo
agrupadas en racimos. El fruto es una capsula pubescente que tiene 0.47 mm
guarda 4 semillas de color café con un ancho de 0.8 mm y con un largo de 1.7
mm, de forma oval, en un gramo hay de 20000 a 30000 semillas.

El sistema radicular es modificado, con raices laterales entre los 30 y los 80 cm
(Maldonado, 1998)
Caracteristicas ecolégicas

Hernandez, (1991) Comenta que las comunidades donde crece el orégano
son principalmente de matorrales rosetdéfilo y submontafio, en algunos casos
prosperan en partes planas, en cimas de lomas o de cerros, y a orillas de arroyos,

en la cual el orégano se mezcla con algunos elementos de matorral microfilo
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como es el caso de la gobernadora (Larrea tridentata), e individuos aislados
espinosos como el mezquite (Prosopis glandulosa). Asi mismo Garcia (1973),
encontré que en las altitudes de 1,400 a 1,600 msnm, es donde se encuentra la
mayor parte del orégano, en suelos de superficie pedregosa, delgados, fértiles,
ligeramente alcalinos con pH de 7.3 a 7.6; con climas seco, semiarido y
precipitaciones no mayores a los 300 mm de promedio anual en verano; con

heladas que ocurren con mas frecuencia de entre mediados de octubre a marzo.

Cavazos (1991) comenta que en lugares donde crece el orégano, el suelo
tiene de 5 a 35 cm de profundidad con una textura franco arenosa (50-60%), 20-
30% limo, 10-25% de arcilla), el pH varia de 5.8 a 6.5, la conductividad eléctrica de
0.3 a 0.4 mmhos/cm. Mas sin embrago Arias (1991), encontré que la pendiente
donde se encuentra el orégano varia del 3 a 15 % en la parte cerril, con un pH de
7.5a8.5.

En Coahuila, el Orégano Mexicano Lippia graveolens se encuentra
ocupando parte del matorral rosetdfilo y del matorral micréfilo, donde la colecta en
poblaciones naturales se da cuando inician las primeras lluvias de verano y finaliza

con la llegada de las primeras heladas, Berlanga et al, (2001).

Generalidades de los elementos

Los macronutrientes: Son conocidos como elementos esenciales que son
indispensables para el funcionamiento vegetal siendo una de las razones la cual
una planta los necesita en mayor proporcién, se requieren en el crecimiento, para
sintetizar los pigmentos fotosintéticos como la clorofila, formacion de almidén y
celulosa, brotes de hojas y raices, formacion de proteinas y aminas, desarrollo de
flores y frutos, evitan la toxicidad por exceso de sodio y otras sales. Estos son;

Nitrégeno, Potasio, Fésforo, Calcio, Magnesio y Azufre.
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Los miconutrientes: Son los que las plantas ocupan en muy baja concentracion;
ayudan al crecimiento, catalizan la clorofila, favorecen la resistencia contra
enfermedades, la filtracion del nitrogeno, aceleran la respiracion y son

principalmente el Hierro, Manganeso, Boro, Zinc y Cobre.

El Nitrégeno es necesario para la sintesis de la clorofila y como parte de la
molécula de la clorofila esta involucrado en el proceso de la fotosintesis. EI N es
un componente de las vitaminas y los sistemas de energia en la planta. Es
también un componente esencial de los aminoacidos, los cuales forman proteinas,
es directamente responsable del incremento del contenido de proteinas en las

plantas.(Mengel et al, 1979)

El potasio se considera un elemento esencial para las plantas, tiene una
Influencia directa sobre el metabolismo de manera que su presencia resulta
determinante para continuar el ciclo biolégico, y no puede ser reemplazado por
otro (Pérez et al., 1994)

El potasio es vital para la fotosintesis, cuando existe una deficiencia del
mismo se reduce la fotosintesis y se acelera la respiracion, trayendo consigo
mismo la reduccion de carbohidratos, disminuyendo el crecimiento y produccién
de la planta. (AGROPEC, 2002).

El fosforo es esencial para el crecimiento de las plantas. No puede ser
sustituido por ningun otro nutriente. Es importante la presencia del fosforo para

que la planta pueda cumplir con su ciclo normal de produccién.

El pH del suelo influye en gran parte en la absorcion de estas dos formas
de P por la planta. Las concentraciones mas altas de P en plantas jovenes se
encuentran en el tejido de los puntos de crecimiento. Debido a que el P se mueve

rapidamente de los tejidos viejos a los tejidos jovenes, las deficiencias aparecen
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primero en las partes bajas de la planta. A medida que las plantas maduran, la

mayor parte del P se mueve a las semillas o al fruto.

El azufre en el interior de las células tiene caracteristicas de poca movilidad.
Cumple fisiolégicamente algunas funciones importantes, ademas de constituir
distintas sustancias vitales, forma parte constituyente de las proteinas (cisteina,
metionina) y de vitaminas como (biotina). Es un componente insustituible de
algunas grasas (mostaza y ajo), y también forma parte de las vitaminas (tiamina y
biotina). Este elemento contribuye en la formacion de la clorofila, a un desarrollo
mas acelerado del sistema radicular y de las bacterias nodulares, que asimilan el
nitrogeno atmosférico, que viven en simbiosis con las leguminosas. Parte del
azufre se encuentran en las plantas en forma oxidada de compuestos inorganicos.
(Tapia,2000)

El magnesio (Mg) es absorbido por las plantas como un cation Mg++
cumple muchas funciones, es el atomo central de la molécula de la clorofila, por lo
tanto esta involucrado activamente en la fotosintesis. EIl Mg y el N son los unicos
nutrientes provenientes del suelo que son parte de la clorofila, y por esta razén, la

mayoria del Mg en las plantas se encuentra en este compuesto.

También interviene en el metabolismo del fésforo en las plantas. Debido a
que el Mg se transloca dentro de la planta de tejido viejo a tejido joven. Las hojas
presentan un color amarillento, bronceado o rojizo, mientras que las venas de las
hojas se mantienen verdes (AGROPEC , 2002)

Generalidades de los carbohidratos
Los carbohidratos son compuestos organicos que contienen

aproximadamente dos atomos de Hidrégeno y uno de oxigeno por cada atomo

de carbono, las plantas contienen grandes cantidades de diversos carbohidratos,
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especialmente celulosa y almidén, pero también de muchos azucares solubles y

otras sustancias (Salisbury,1988).

Se han encontrado que la concentracion de sacarosa en hojas y tallos de
las plantas, presentan una correlacion inversa con el contenido de almidones en
los tejidos. Normalmente los niveles altos de sacarosa indican mayor tasa de
transporte de fotosintatos y se relacionan positivamente con la productividad
(Servaites et al., 1989).

Generalidades de los estomas

Las hojas presentan en la superficie epidérmica un gran numero de poros
microscopicos llamados estomas. La apertura de dichos poros se controla a través
de los cambios en el tamafo y forma de dos células especializadas, llamadas
células guarda, que flanquean la apertura estomatica. Los estomas se encuentran
en todas las partes aéreas de la planta, pero son mas abundantes en las hojas.

Los estomas son rodeados por células subsidiarias, que no difieren en
forma del resto de las células epidérmicas tabloides, siendo importantes en la
regulacion de la apertura del poro estomatico (Esau, 1977) Dado que la epidermis
y la cuticula de los 6rganos aéreos forman una capa continua, los estomas son las
discontinuidades por donde la planta realiza la mayor parte del intercambio de O2,

CO2, vapor de agua y otros gases (Gates, 1980)

Por su parte Willmer (1983) indica que los factores de desarrollo genético y
ambientales se ven involucrados en la morfogénesis de los estomas. La
disponibilidad de agua, la intensidad de la luz, la temperatura y la concentracion
de CO, se observan con frecuencia afectando la densidad estomatica. En un
experimento realizado en la UAAAN, en 4 variedades de ajo, con impresiones
foliares en el haz y envés, utilizando la técnica de poliestireno- xilol se determin6

una densidad estomatica en el haz de 113.77. (Benavides, 1999)
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Generalidades de los aceites esenciales

Son mezclas liguidas de compuestos organicos principalmente
monoterpenos y sesquiterpenos, altamente volatiles y aromaticos definidos como
lipidos que son inmiscibles en agua, pero que se diferencian, por no dejar mancha
sobre papel. Son los principios odoriferos de las plantas que han definido su

evolucion ecologica en concomitancia con ciertos animales.(Lopez, 1991)

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de las plantas por lo
que un metabolismo mas activo puede asociarse con una mayor produccion de
aceites (Willkins 1998). Los aceites esenciales son caracterizados por su alto
contenido de monoterpenos (70-87.2%) se han encontrado importantes diferencias
entre el contenido de carvacrol (44.8%) y 7.4% de timol. (Salgueiro, 2003 ) han
hecho pruebas de efectividad en bacterias Gram- positivas y Gram- negativas, asi
como contra hongos y los resultados han sido significativos con la aplicacion de
carvacrol mejor que el timol. Asi mismo se han encontrado contenidos de timol
superiores al 30% en muestras de orégano (L. graveolens Kunth) recolectadas en
el estado de Jalisco (Uribe, 1992).

Composicion quimica de Lippia graveolens
Los compuestos mas comunes en el orégano son el acido carioptosidico,

naringenina, pinocembrina, o -felandreno, carvacrol, 1,8-cineol, o -cimeno, metil

timol, y timol, a continuacion se muestran las estructuras del carvacrol y timol.

] OH
T )
e %
OH
I |
T P
Camvacrol Timel
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III. MATERIALES Y METODOS

Localizacion geografica del sitio experimental

El presente trabajo se realizé en el invernadero # 1, tipo capilla de clima
templado, de la Direccion de investigacion de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro, que se encuentra localizado entre los paralelos 25° 22’ de latitud

norte y los meridianos 101° 103’ de longitud oeste y a una altura de 1743 msnm.

Descripcion de materiales
Material vegetativo
Como material se utilizaron semillas de Orégano Mexicano (Lippia

graveolens).

Material de campo

Se utilizaron 72 macetas plasticas de color negro con una capacidad de 10
litros y 23 cm de diametro, balanza granataria, Peatmoss (Promix), Perlita, regla,
camara fotografica y 3 toneles de 200 L. 3 soluciones nutritivas con diferentes
concentraciones de nitratos 300, 900 ppm y 600 ppm (como testigo) para cada

sustrato.
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Se llenaron 36 macetas con 100% de peatmoss y 36 macetas con una

mezcla de peatmoss y perlita con una relacion de 3:1.

CUADRO 1.- Composicién de la concentracion de solucion Douglas

modificada

Concentracion de nitratos

Gr/200 L

Nomenclatura 300 ppm 600 ppm 900 ppm
Ca(NOs3), 4H,0 62 130 200
MgSO4 7H,0 5 5 5
KNO3 46 84.4 123
CaS042H,0 20 20 20
CuS045H,0 0.01 0.01 0.01
H3;BO3 0.05 0.05 0.05
Fex(S04)3H20 0.2 0.2 0.2
MnSO4H,0 0.05 0.05 0.05
HoMO4H,0 0.0001 0.0001 0.0001
ZnS047H,0 0.05 0.05 0.05
NaH,PO4H,0O 5 5 5

Material de laboratorio:

Se utilizé una estufa de aire caliente MAPSA modelo HDP334 para secar
las muestras frescas, una balanza analitica digital OHAUS modelo TS120
expresada en gramos.

Disefio experimental
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Para esta investigacion se utilizd un disefio completamente al azar, se
trabajaron con 3 tratamientos con soluciones nutritivas Douglas modificadas
enriquecidas a diferentes concentraciones de nitratos por tratamiento y dos
sustratos diferentes: (A) peatmoss 100 % y (B) peatmoss 75% + perlita 15%,
donde T1 = 300 ppm, el T2 = 900 ppm, y el T3 = 600 ppm de NO; estigo) y 12
repeticiones por tratamiento en donde cada maceta representa una repeticion,
teniendo de esta forma 72 unidades experimentales, los datos fueron analizados
con analisis de varianza y prueba de medias de Fisher (P=0.05) utilizando el

programa de Statistica.

Establecimiento del experimento

El area total ocupada para este experimento fue de 21 m?, la ubicacion de

los tratamientos se describen a continuacion en el siguiente cuadro:

Cuadro 2. Cuadro de distribucion del experimento.

Tratamientos  Concentracion No. sustrato
de nitratos repeticiones
T1 300 ppm 12 A
12 B
T3 (testigo) 600 ppm 12 A
12 B
T2 900 ppm 12 A
12 B

Sustratos: A= peatmoss 100%, B=peatmoss 75% + perlita 25%

Siembra:

Esta investigacién inicié con la siembra de la semilla en 2 charolas de
poliestireno de 200 cavidades, para asegurar el mayor numero de plantas
germinadas. La siembra se efectué el 15 de septiembre del 2004 en forma
manual, dejando caer una semilla por cavidad, a una profundidad de menos de 0.5

cm, ya que la semilla posee la caracteristica de ser muy pequefa. Las semillas
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antes de sembrarlas fueron tratadas con manitol al 8% durante 30 minutos. Se
utiliz6 como sustrato de germinacion una mezcla de peatmoss, perlita y vermiculita

para la buena aireacién del sustrato.

Después de la germinacion en un sistema de camas flotantes se fueron
haciendo observaciones continuas de germinacion de la semilla. Conforme fueron
emergiendo las plantas, tomando en cuenta los riegos necesarios en dos
diferentes modalidades, 2 semanas con agua corriente y la tercera semana con
una solucion Douglas, hasta que la raiz alcanzara un tamafio adecuado para ser

trasplantada.

Trasplante

Una vez alcanzada la altura adecuada, el trasplante se realizé el 12 de
Noviembre del 2004, en macetas de 10 L.

Lo que respecta al primer tratamiento las 36 macetas fueron llenadas con
sustrato A peatmoss (100%) al igual que en el segundo tratamiento las 36
macetas fueron llenadas con una mezcla de peatmos (75%) y perlita (25%)
sustrato B. El sustrato fue previamente humedecido con agua corriente.

Las macetas se colocaron a una distancia de 0.7 m entre hileras y de 0.3 m

entre plantas

Riegos

Para dar los riegos necesarios, se prepararon las diferentes soluciones
nutritivas de Douglas modificadas en toneles de 200 L con 100 L de agua en el
tonel, se agregaron los macroelementos previamente pesados para cada dosis, y
posteriormente, de una solucién madre se tomd la cantidad correcta de micro

elementos aforando con agua los 200 L en el tonel.
Para el primer riego de trasplante, inicialmente se midid el pH y la

conductividad eléctrica, manteniendo un pH de 5.5 a 6.5 y una CE de 2.2 a 4.5

mmhos/cm. EI 12 de Noviembre del 2004 se realizé el primer riego con solucién
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nutritiva Douglas modificada aplicando 1 litro por planta. Los riegos fueron poco
frecuentes en los meses de Noviembre, Diciembre y Enero, regandose las
macetas hasta una vez por semana por las temperaturas que no fueron altas
teniendo de esta forma alta humedad relativa dentro del invernadero.

Conforme fue creciendo la planta los riegos fueron abundantes en los meses de
Abril y Mayo, teniendo aplicaciones cada tercer dia, principalmente en estos

meses aumentaron las temperaturas diurnas.
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LABORES CULTURALES

Control fitosanitario:

A continuacion se muestran las diferentes plagas y enfermedades que se presentaron durante el periodo del experimento.

Cuadro 3. Calendario de aplicacién de productos quimicos para el control de plagas.

Fecha de Dosis Producto control Forma de aplicacion  Observaciones

aplicacién quimico

22 —Nov-04 3 ml/L Gusathion Gusano trozador Aplicacion al suelo Antes del trasplante
(Agrotis spp)

20-Ene-04 2ml/L Kobidin Mosquita blanca  Aplicacion via foliar Después del trasplante

(Imidacloprid) (Bemicia tabaci)
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Cuadro 4. Calendario de aplicacién de productos quimicos para el control de enfermedades

Fecha de Dosis Producto Control Forma de Observaciones
aplicacién quimico Aplicacién
21-Oct-04 1.5g/L Captan Prevencion de Aplicacion foliary  Las aplicaciones posteriores
enfermedades Suelo se hicieron cada 15 dias
como prevencion, dejando
de aplicar en el trasplante
7-Marzo-04 1 mL/L Biomix ca Marchitamiento apical Aplicacion foliar Las aplicaciones posteriores

(Calcio foliar)
7-Marzo-04 05g/L  Oxi sandoz Marchitamiento apical Aplicacion foliar y

(Oxido cuproso) Suelo

se hicieron cada 15 dias
como prevencion durante un

mes.
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Variables evaluadas

Biomasa:

Peso seco y fresco de la planta: Se tomaron dos plantas al azar por tratamiento,
tomando el peso fresco de la parte aérea y raiz, posteriormente se pasé a secar
en la estufa a una temperatura de 60 ? C, una vez obteniendo el peso seco se

procedio a pesar las muestras en una balanza analitica.

Carbohidratos totales: Para la determinacion de esta variable, el 26 de Abril del
2005 se tomaron dos plantas al azar por tratamiento en la cual se hicieron cortes
pequefios de hojas, se peso en una balanza analitica 1 gramo de muestra fresca
finamente picada. Posteriormente se depositaron en un dedal que va dentro del
sifon de un extractor Soxhlet y a su vez a un matraz bola de fondo plano de 250
mL de capacidad previamente puesto a peso constante. Cada matraz se
identific6 con un numero y se le afiadieron 200 mL de alcohol etilico al 80 % v/v.

Se conectd el extractor Soxhlet al refrigerante, se encendieron las mantas
de calentamiento para llevar a cabo el reflujo del material durante 10 horas,
transcurridas estas horas se evaporé el alcohol de los carbohidratos totales que
son extraidos y concentrados en el matraz, hasta obtener el residuo de
carbohidratos. Posteriormente se colocaron los matraces en la estufa a 80° C
durante 24 horas, después se dejaron enfriar durante 30 minutos en el desecador
y luego se pesaron en una balanza analitica, el proceso de pesada se llevo a
cabo varias veces hasta obtener el peso constante. La concentracién de

carbohidratos se determiné por medio de la siguiente férmula:

(PCMC — PCMS)
GMH

% Carbohidratos totales = { }X 100

Donde:
PCMC =Peso constante del matraz, mas carbohidratos.
PCMS = Peso constante del matraz solo

GMH = Gramos de muestra himeda
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Materia Organica: Se pesaron en la balanza analitica 0.5 gramos de muestra
fresca a base de hojas finamente picada y se colocaron en un crisol de porcelana,
previamente puesto a peso constante, se marcoé cada crisol para identificar las
muestras.

Cada crisol se colocé dentro de la mufla a una temperatura de 470° C, una
vez teniendo la temperatura constante por 1 hora y se sacaron los crisoles para
dejarlos enfriar durante una hora en el desecador. Se pesaron los crisoles con
cenizas, después con una diferencia del peso del crisol, se calculd el % de materia
organica mediante la siguiente férmula:

% Materia organica = {(B;A)}X 100

Donde:

A= peso del crisol en gramos.

B= peso del crisol mas las cenizas obtenidas en gramos

P= peso de la muestra en gramos.

Determinacién de minerales: La determinacion de minerales se logr6 mediante
un analisis en laboratorios del PATRONATO PARA LA INVESTIGACION
AGRICOLA DEL ESTADO DE COAHUILA.

Se tomaron 2 plantas al azar por tratamiento y sustrato considerando hojas secas
que fueron puestas a secar en la estufa a una temperatura de 60 °C en el
laboratorio de fisiologia vegetal del departamento de Horticultura, se enviaron las
muestras previamente identificadas al laboratorio que se encuentra ubicado en
Arteaga Coahuila para la determinacién del contenido de minerales del Orégano

Mexicano (Lippia graveolens).

Obtencion del aceite esencial: Utilizando la técnica de separacion por arrastre
de vapor por ser una de las técnicas mas sencillas, se extrajo el volumen acuoso
con 14 gramos de hojas frescas de cada una de las muestras de plantas tomadas

al azar por tres horas, posteriormente se separé el aceite del volumen acuoso
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obtenido, tomando como referencia 150 mL de volumen y se realizé la

separacion con éter de petréleo al 80 % v/v.

Caracterizacion del aceite esencial: La determinacién de carvacrol y timol,
concentrados principalmente en el aceite esencial obtenido de los diferentes
tratamientos, se analiz6 a través de un cromatografo de gases Hewlett-Packard
modelo 890 Il acoplado a un espectrometro de masa , equipado con un inyector
de 250° C, y una columna capilar HP-5 de 30 m de largo y 0.25mm de diametro,
empleandose Helio como gas acarreador con un ritmo de flujo de 1 mL min™, se
empled un programa de temperatura en el equipo iniciandose el proceso a 60° C
durante 5 minutos, gradualmente incrementandose a razon de 4° C min™". hasta
160° C y terminar a 240° C a razén de 15° C min™". El inyector se mantuvo a 280°
C. Las muestras se prepararon diluyendo el aceite en 1:100 (V/V) con éter

dietilico, inyectandose un volumen final de 1.0 ML de la muestra diluida.

Obtencion de impresiones para el estudio estomatico: La toma de muestras se
realizé el 12 de Mayo del 2004, en donde se eligieron 2 plantas al azar por
tratamiento con 2 repeticiones de cada uno, en dos sustratos diferentes teniendo
en total 24 muestras. En cada planta se tomaron impresiones foliares en el haz de
la hoja totalmente expandida con orientacion hacia el oriente utilizando cemento
PVC comun transparente. EI cemento en forma liquida se aplico sobre la superficie
foliar y se dejé secar. La muestra se extrajo con un trozo de cinta adhesiva
transparente, la cual se adhiere posteriormente sobre un portaobjetos de vidrio y
se realizo la observacion al microscopio en el Laboratorio de Citogenética ubicado
en el Departamento de Fitomejoramiento de la UAAAN.

En cada impresion foliar se realizaron conteos de estomas en 3 campos en
el microscopio con un aumento de 40 X. Para calcular la densidad
estomatica, después de hacer el conteo de estomas en 3 campos, se utiliza una
formula que consiste en dividir el promedio del numero de estomas observados
entre el area plano del objetivo del microscopio (0.049 mm) obteniéndose de esta

forma la densidad estomatica para cada tratamiento.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Biomasa

Para la variable biomasa, los resultados del ANVA indican efecto no
significativo para el factor nitratos mas sin embargo al realizar la comparaciéon de
medias por la prueba de Fisher (P=0.05), el peso fresco aéreo (PFA) es
modificado con diferencia significativa entre el T1 y T2, superando el T1 con 7.69

al T2 y de esta forma el T3 (testigo) también es superado.

Para el peso seco de la raiz (PSR) el T1 se muestra como el mejor de los
tratamientos superando al T2 con 0.98 de igual forma para el peso seco total
(PST), el T1 sigue superando al T2 con 3.34, en ambos casos el T3 (testigo) fue
superado por el T2, para las demas variables no se mostré diferencia significativa
(Cuadro 5). Esto coincide con lo mencionado por (Gonzalez, 2002) quien
determindé en tomate bola y saladette que la mayor acumulacién de biomasa

fresca y seca se encuentra en un rango de 350 y 550 ppm de NO3.
Para el factor sustratos no se encontré diferencia significativa ya que todos

los tratamientos se comportaron estadisticamente iguales al testigo (cuadro 5 )

aunque numéricamente se observa que el peatmoss supera al peatmoss + perlita.
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Cuadro 5. Comparacion de medias sobre el efecto de diferentes dosis de nitratos
en la biomasa del Orégano mexicano (Lippia graveolens)

VARIABLE

FACTOR PESO  PESO SECO PESO PESO PESO  PESO
FRESCO AEREO FRESCO SECO FRESCO SECO
AEREO (PSA) RAIZ (PFR) RAIZ  TOTAL TOTAL
(PFA) (PSR) (PFT)  (PST)

NO;

T1 20.76 a* 6.60 a 9.35a 266a 30.11a 927a

T3 16.96ab 5.62a 7.99 a 2.08ab 24.95a 7.70ab

T2 13.07 b 4.25a 6.18 a 168 b 19.25a 5.93b

SUSTRATO

A 1744 a 555a 8.32a 221a 2575a 7.77a

B 16.42 a 543 a 7.37 a 206a 2379a 7.50a

*Medias representadas con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la prueba
de Fisher (P=0.05), A=peatmoss 100%, B= peatmoss 75 % + perlita 25%.

Carbohidratos totales

Para la variable carbohidratos totales el ANVA indican efecto no significativo
para el factor nitratos y al realizar la comparacion de medias con la prueba de
Fisher (P=0.05) se observd que estadisticamente los datos son iguales pero
numéricamente diferentes, el T2 (cuadro 6) se mostré con el mayor niumero con
una diferencia de 1.08 en comparacion con el T3 (Testigo) Gonzalez, 2002
encontré que en la fruta de tomate la mayor disponibilidad de nitrato en la solucion
nutritiva no disminuyd la concentracion de carbohidratos. Asi como los valores
altos de nitrato en la solucion nutritiva incrementan el contenido de aminoacidos y
disminuyen el de sacarosa en Beta vulgaris (Winzer et al 1996)
Para el factor sustratos, el comportamiento no fue significativo, numéricamente la
comparaciéon de medias son diferentes reflejandose en el sustrato B una

diferencia de 3.11 con respecto al sustrato A

Materia organica
De acuerdo al ANVA para el factor nitratos y sustratos no hubo diferencia

significativa y al realizar la comparacion de medias con la prueba de Fisher

(P= 0.05), se muestra en el (cuadro 6) que numéricamente son diferentes en
donde el T2 supera al T3 y T1. por lo que se observa que el contenido de materia
organica en el Orégano mexicano no esta dado por el contenido de nitratos que

pueda haber en la solucién.
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Cuadro 6. Acumulacién de carbohidratos totales y materia organica en Orégano
mexicano (Lippia graveolens), después de la aplicacién de diferentes dosis de --

nitratos
VARIABLE
FACTOR CARBOHIDRATOS MATERIA ORGANICA
TOTALES (M.O)
NO3
T1 11.97 a* 89.91 a
T3 13.05 a 89.75 a
T2 14.13 a 90.34 a
SUSTRATO
A 11.49 a 90.26 a
B 14.60 a 89.74 a

*Medias representadas con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la prueba

de Fisher (P=0.05), A=peatmoss 100%, B= peatmoss 75% + perlita 25%

Densidad estomatica

Para la variable densidad estomatica, el ANVA indica efecto no significativo

para el factor nitratos y sustratos, y al realizar la comparacion de medias se

observa que hay una diferencia del T1 en relacion al testigo.

Garnica en el 2004 no encontro diferencia significativa en plantulas de trigo

originadas de semillas irradiadas con laser de baja intensidad, mas sin embargo

en semillas tratadas con cloruro de sodio se observé diferencias marcadas en el

haz.
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Cuadro 7.Comparacion de medias sobre el efecto de diferentes dosis de nitratos
y sustratos en la densidad estomatica del orégano mexicano (Lippia graveolens)

VARIABLE
FACTOR DENSIDAD
ESTOMATICA
NO3
T1 162.93 a*
T3 147.66 a
12 140.87 a
SUSTRATO
A 153.88 a
B 147.09 a

*Medias representadas con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la prueba
de Fisher (P=0.05), A=peatmoss 100%, B= peatmoss 75% + perlita 25%

Minerales

De acuerdo al analisis de varianza se encontr6 que no existe diferencia
significativa para los tratamientos, tampoco para los sustratos empleados A
(peatmoss 100%) y B (peatmoss 75% + perlita 25%), y al hacer la comparacion de
medias con la prueba de Fisher (P=0.05) los resultados que se muestran en el
(cuadro 8) indican que no hay un efecto marcado en la concentracién de
minerales, ya que los elementos se comportaron de la misma manera, aunque
podemos definir de que el Calcio (Ca) y Potasio (K) tienden a incrementar su
contenido de minerales a una elevada concentracion de nitratos, en sustratos el
comportamiento fue de forma similar. Esto no concuerda con Silvino, 2004 quien
encontro diferencias significativas en el contenido de Calcio en partes foliares de

Agave tequilana.

Para Nitrégeno (N), Fosforo (P) y Azufre(S) su comportamiento ante el
incremento de nivel de nitrato, fue negativo, el N principalmente se muestra en
mayor cantidad con el T1 en comparacion conel T3y T2.

Esto no coincide con Gonzalez, (2002) quien encontré en 2 variedades de

tomate; diferencias significativas en tejidos foliares ya que la concentracion
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de N total en los tejidos aumentd en conformidad con la disponibilidad del nitrato
en la solucion nutritiva.

El magnesio es el elemento que tuvo una respuesta cuadratica con
respecto a su contenido, en ambos tratamientos se comporté de la misma forma
no habiendo ningun cambio, esto concuerda con Silvino, 2004 quien no encontré
diferencias significativas aplicando diferentes soluciones a excepcion del calcio.

El Fierro (Fe), Cobre (Cu) ,Manganeso (Mn), Zinc ( Zn),Boro ( B), su
comportamiento fue de la misma forma ya que el contenido de nitratos en la
solucion no se ve reflejado en la composicién de minerales.

Con la prueba de medias de Fisher (P=0.1) el Boro tuvo significancia
altamente significativa, entre tratamientos, en donde con el incremento de nitratos
aumenta el contenido de boro en la hojas, siendo el mejor de los tratamientos el

T2 con 900 ppm de nitratos seguido del T1y T3.

Gonzalez, 2002 encontré que no hubo diferencias significativas entre
tratamientos al aplicar diferentes dosis de nitratos en diferentes tejidos de tomate,
a diferencia del Zn, que se concentré mas en la fruta a una solucién de 350 ppm

de nitratos en cambio el hierro se concentré mas entre 350 y 550 ppm de nitratos.
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Cuadro 8. Acumulacién de minerales en las hojas del Orégano Mexicano (Lippia graveolens) al aplicar diferentes dosis

de nitratos.
FACTOR VARIABLE
NO; Mg % Ca % K % Fe ppm Cuppm Mnppm Zn ppm B ppm N % P % S %
T1 0.35a* 262a 246a 37550a 288.75a 511.50a 5750a 10456a 3.78a 0.38a 0.37a
T3 0.35a 2.76 a 246a 375.75a 288.00a 558.75a 59.50a 9098 a 363a 0.36a 0.34a
T2 0.35a 281 a 261a 352.00a 291.50a 608.50a 57.25a 116.16a 3.77a 0.38a 0.35a
SUSTRATO
A 0.35a 2.75a 235a 37233a 281.83a 53400a 5767a 79.07 a 375a 0.37a 0.36a
B 0.34 a 272a 267a 363.17a 297.00a 58517a 5850a 128.73a 3.71a 0.37a 0.35a
FACTOR SIGNIFICANCIA
NITRATO N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S
SUSTRATO N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S
INTERACCION N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S

*Medias representadas con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la prueba de Fisher (P=0.05), A=peatmoss 100%,

B= peatmoss 75% + perlita 25%.
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Carvacrol y timol

Al hacer comparaciones en el contenido de carvacrol (Figura 2), se
muestra de manera fluctuante su concentraciéon en el aceite, en el sustrato A
(peatmoss 100 %) hubo wuna concentracion decreciente conforme fue
incrementando el contenido de nitratos, encontrandose en mayor cantidad el
% de carvacrol en plantas crecidas con 300 ppm de nitratos (T1), en donde se
observa un efecto contrario es en las plantas crecidas con la misma
concentracion de nitratos pero con el sustrato B (peatmoss 75% + perlita 25%)
que presentd una disminucién en el % de carvacrol, haciendo comparaciones
entre tratamientos, dentro del sustrato B en el T1 disminuyd el nivel de
carvacrol 60.99%, siendo mejor el T3 con 83.66 seguido del T2 con 80.27 %,
sin embargo con el sustrato A el T2 mostré un decremento del porciento de
carvacrol comportandose mejor con el sustrato B, con el T3 el efecto no fué
muy disparado entre sustratos, su comportamiento fue similar en el porciento

de carvacrol.

El incremento de la concentracion de nitratos tuvo un efecto diferente
del carvacrol al timol, en el sustrato A el porciento de timol (Figura 3) fué
creciendo conforme incrementaba la concentracion de nitratos se observa que
entre mas nitratos hay mas produccién de timol, con el sustrato B el T2 fue el
que mayor contenido de timol presentd con 12.43% seguido del T1con 10.52
5y T3 (Testigo) con 9.65 %.

Haciendo comparaciones entre sustratos, donde se obtuvo mas
contenido de timol fue con el T2 sustrato A. Esto coincide con lo comparado
por (Ocampo et al, 2003) quien encontrd que el contenido de fenoles totales y
porcentaje de composicidn de carvacrol y timol en Lippia graveolens, varia a
pesar de que el estudio es de la misma especie la cual es modificada por la
localidad. La variabilidad en nuestros resultados concuerda con lo reportado
por Kokkini et al, 1994, quienes mencionan que la composicién quimica de los
aceites esenciales en Origanum vulgare varian y dependen de la localidad,

condiciones climaticas y
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la estacion en que las plantas fueron cosechadas, en colecciones realizadas en
Agosto encontraron concentraciones del 87 % de carvacrol y 56 % de timol.
Adicionalmente (Russo et al, 1998), encontr6 que en algunos otros casos el
porcentaje de carvacrol y timol en el aceite total del Origanum vulgare son casi

iguales.

Vernin et al .2001, obtuvieron el aceite esencial de Lippia graveolens HBK por
hidrodestilacion encontrando como componentes principales el carvacrol (71%)
y timol (5%), lo que coincide con nuestros resultados en donde en general el

compuesto de mayor concentracion es el carvacrol.

Russo, en 1998, menciona que el aceite del orégano que crece en forma
silvestre se encuentra una presencia dominante de carvacrol y timol en donde
el incremento en los porcentajes de timol provoca un decremento en el
contenido de carvacrol, lo cual coincide con nuestra investigacion ya que al

aumentar el contenido de timol disminuye el carvacrol y viceversa.
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Figura 1. Contenido de carvacrol y timol en el aceite esencial del orégano

Mexicano (Lippia graveolens) bajo diferentes concentraciones de nitratos en la

solucién nutritiva.
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NOTA: Tratamientos: T1=300 ppm de NO3;, T2=900 ppm de NO3, T3= 600 ppm de NO;

Sustratos: A= peatmoss 100 % , B=peatmoss 75% + perlita 25%.
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Figura 2. Contenido de carvacrol en el aceite esencial del orégano Mexicano

(Lippia graveolens) bajo diferentes concentraciones de nitratos en la solucion
nutritiva.

R IREIRC Ol

NOTA: Tratamientos:T1=300 ppm de NO3, T2=900 ppm de NO3, T3= 600 ppm de NO;
Sustratos: A= peatmoss 100 % , B=peatmoss 75% + perlita 25%.

37



Figura 3. Contenido de timol en el aceite esencial del Orégano Mexicano
(Lippia graveolens) bajo diferentes concentraciones de nitratos en la solucion

nutritiva.

NOTA: Tratamientos: T1=300 ppm de NO3;, T2=900 ppm de NO3, T3= 600 ppm de NO;

Sustratos: A= peatmoss 100 %, B=peatmoss 75% + perlita 25%

V. CONCLUSIONES

e Con el uso de 300 ppm de NO3 se tuvo mayor peso fresco aéreo

y peso seco total y aumenté considerablemente la densidad
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estomatica. Al igual que el contenido de carvacrol en el aceite
esencial con el sustrato A, y con 600 ppm de NO3 con el

sustrato B.

e El uso de diferentes dosis de nitrato en la solucidén nutritiva y de
diferentes clases de sustrato no modificé la produccién de

carbohidratos y materia organica.

e En relacion al contenido de macroelementos (N, P, K, Ca,Mgy S)
y microelementos (Fe, Cu, Mn, Zn, y B) en las hojas, el contenido
de los elementos no es modificado por el nivel de nitrato en la

solucion nutritiva.

RECOMENDACIONES
Las plantas que se utilizaron se sembraron fuera de la época adecuada

para el desarrollo del cultivo. Las plantas se vieron afectadas por las bajas

temperaturas nocturnas, a partir del trasplante su crecimiento fue muy lento en
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comparaciéon con lo normalmente observado en el ciclo de primavera—verano
realizando trasplantes en mayo.
Se recomienda hacer pruebas de manejo de siembra y cosecha en

diferentes ciclos para hacer comparaciones de productividad y calidad.
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