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RESUMEN GENERAL

CRECIMIENTO, FOTOSI'NTESIS,Y ACEITES ESENCIALES EN MORFOTIPOS
FLORALES DE CALENDULA (Calendula officinalis L.)

Luis Francisco Salomé Abarca, MC
Colegio de Postgraduados, 2014

La caléndula (Calendula officinalis) es una especie herbacea originaria de Egipto, que se cree fue
introducida a Europa en el siglo XII. En México es cultivada como una planta medicinal y de
ornato, en lugares con clima semiseco y templado. En la zona de los valles centrales de México,
Palma observd amplia diversidad fenotipica en una variedad comun de caléndula, y eligi6 seis
variantes en la morfologia floral de esa poblacion heterogénea, a las cuales denominé de la S1 a
la S6. El objetivo de este estudio fue comparar morfotipos florales de caléndula en cuanto a
crecimiento, eficiencia fotosintética, y contenido de aceites esenciales, a través de modelaje y
cinéticas de crecimiento, cinéticas fotosintéticas, técnicas de extraccion para aceites y de
separaciones cromatograficas. EI morfotipo floral S1 present6 la mayor acumulacion de biomasa
total. La limitante fotosintética en los morfotipos florales S2, S3, S4 y S5 fue la Vmax Y €en el
morfotipo S1 las limitantes fueron la Vemax Y TPU. EI mejor morfotipo floral para la obtencion
de aceites esenciales fue el morfotipo floral S1 con un rendimiento promedio de aceite esencial
de 3.65 g de aceite por cada 100 g de materia floral seca en combinacion con su rendimiento
floral que se encontré por encima del de los otros morfotipos (54.58 kg ha™). El 8-Cadineno fue
el principal componente del aceite esencial en todos los morfotipos florales de Caléndula.

Palabras clave: Acumulacién de biomasa, rendimiento floral, parametros fotosintéticos,

aceite esencial, 8-Cadineno.



GENERAL ABSTRACT
GROWTH, PHOTOSYNTHESIS AND ESSENTIAL OILS IN FLORAL MORPHOTYPES OF
POT MARIGOLD (Calendula officinalis L.).
Luis Francisco Salomé Abarca, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2014

Pot marigold (Calendula officinalis) is an herb native to Egypt, believed to have been introduced
to Europe in the twelfth century. In Mexico it is cultivated as a medicinal and ornamental plant,
in areas with mild and medium-dry climate. In the area of the central valleys of Mexico, Palma
observed extensive phenotypic diversity in a common variety of pot marigold, and chose six
variants in floral morphology of this heterogeneous population, to which called from S1 to S6.
The aim of this study was to compare floral morphotypes of Pot marigold in terms of growth,
photosynthetic efficiency and content of essential oils, through modeling and growth kinetics,
photosynthetic kinetics, extraction techniques for oils and chromatographic separations. The
floral morphotype S1 has the highest biomass accumulation. The photosynthetic limitation in
floral morphotypes S2, S3, S4 and S5 is the V¢max and morphotype S1 by V¢max and TPU. The
best floral morphotype to obtaining essential oils is the floral morphotype S1 with an average
yield of essential oil from 3.65 g of oil per 100 g of dry floral material in combination with its
floral performance, which is above of the floral yields from the others morphotypes. The &-
Cadinene is the main component of the essential oil in all floral morphotypes of pot marigold.

Key words: Biomass accumulation, floral yield, photosynthetic limitation, essential oil, &-

Cadinene.
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I. INTRODUCCION GENERAL

En el mundo se observa un continuo aumento en el consumo de frutas tropicales, y al
igual que los frutos también otros drganos de las plantas pueden ser fuentes de beneficios para
nuestros cuerpos (Kuskoski, 2005). Las deficiencias de farmacos disponibles en la actualidad
impulsan el descubrimiento de nuevos agentes farmacoterapéuticos en la medicina natural
(Kuete, 2011).

Las plantas arométicas y medicinales conforman una lista amplia y diversa de especies,
muchas de las cuales no tienen un Unico uso. Asi pues, hay diferentes ambitos de utilizacion: en
medicina, alimentacion, perfumeria, cosmética, decoracion, ambientacion, proteccion de
vegetales, agricultura y apicultura. Algunos de estos usos, no obstante, s6lo son de tipo
domeéstico (Palos et al., 2002). Debido a sus numerosas propiedades, la utilizacién de las plantas
aromaticas y medicinales y la de sus principios activos, proporcionan importantes beneficios
ambientales, econdmicos y sociales, ademéas de constituir un amplio campo de aplicacion de las
industrias alimentaria, farmacéutica, y perfumero-cosmética (Palacio, 2000). La caléndula
(Calendula officinalis L.) es una especie herbacea originaria de Egipto, que se cree fue
introducida a Europa en el siglo XII, desde donde se extendio al resto del mundo (Moore, 2006).
En México es cultivada como una planta medicinal y de ornato, en lugares con clima semiseco y
templado. En la zona de los valles centrales de México, Palma (Com. Personal®) observé amplia
diversidad fenotipica en una variedad comdn de caléndula, y eligi6 seis variantes en la

morfologia floral de esa poblacion heterogénea, a las cuales denomino S1, S2, S3, S4, S5y S6.



La caléndula contiene metabolitos primarios y secundarios como: flavonoides, cumarinas,
aceites esenciales, terpenos, carotenoides amino&cidos, carbohidratos y lipidos, los cuales le
proporcionan diferentes propiedades terapéuticas como anti-inflamatoria, anti-cancer, anti-
bacteriano, anti-VIH, y antiespasmadica, entre otras (Muley et al., 2009).

La parte utilizada en la industria farmacéutica, y por tanto la que interesa producir, esta
constituida por las inflorescencias o capitulos enteros secos (cominmente llamadas “flores”), y
también los flosculos aislados (también conocidos erroneamente como “pétalos”), y en menor
medida se emplean las hojas (Moore, 2006). Los metabolitos que confieren sus propiedades
terapéuticas a la caléndula provienen del metabolismo secundario, el cual utiliza como sustrato a
los fotoasimilados formados mediante el metabolismo primario del cual forma parte el proceso
de fotosintesis.

Los estudios de fotosintesis sobre estas plantas serian de utilidad para determinar la
influencia de este proceso en la formacion de los metabolitos secundarios de interés. Por
ejemplo, podria esperarse que hubiera una relacion entre la tasa neta de fotosintesis con el
contenido de aceites esenciales. Ademés, los estudios fotosintéticos permitirian medir los
parametros de este proceso, como son: los puntos de compensacion y de saturacion en respuesta
al CO, y a la radiacion fotosintéticamente activa, asi como estimar la eficiencia de la enzima
Rubisco. Estos parametros se pueden cuantificar a partir de las cinéticas fotosintéticas en
respuesta a la disponibilidad de CO, (Romero 2012), parametros que influyen en crecimiento y
acumulacion de biomasa (Sharkey et al., 2007).

Al respecto, en una poblacion heterogénea de caléndula, Palma en 2009 encontro que la
planta muestra cinéticas de crecimiento y acumulacion de biomasa de tipo sigmoidal, tanto en la

planta entera como en dérganos, y que de la biomasa total producida 46 % corresponde a tallos, y

!, M.C. Mariana Palma Tenango, especialista en el cultivo de caléndula y autora del libro “Caléndula”.



se esperaria un comportamiento similar de tipo sigmoidal entre morfotipos florales pero con
variaciones en la distribucion de biomasa (Palma; Comunicacién Personal®).

Ademas del mercado de los fitofarmacos, otro gran mercado que se encuentra en pleno
auge es el de las esencias. La caléndula sintetiza aceites esenciales con un amplio espectro de
actividades terapeuticas, que por ser liposolubles pueden ser rapidamente absorbidos a través de
la piel y asi facilitar la curacion de enfermedades con pomadas y unglentos. Por ello resulta
conveniente cuantificar el rendimiento y diversidad de dichos aceites.

Palma et al. (2012) reportaron diferencias entre morfotipos florales y fechas de corte de
capitulos florales en cuanto al contenido y diversidad de flavonoides, por lo que se esperaria que
los diferentes morfotipos florales también varien en concentracion y diversidad de aceites
esenciales, asi como entre fechas de corte, y de esta forma saber qué morfotipo o morfotipos y
que fechas de corte servirian mas para la extraccion de estos mismos y su comercializacion. Por
tanto, el objetivo de este trabajo fue comparar seis morfotipos florales de caléndula en cuanto a

eficiencia fotosintética, eficiencia en crecimiento y contenido de aceites esenciales.



1.1 OBJETIVOS

Objetivo general
Comparar seis morfotipos florales de caléndula en cuanto a eficiencia fotosintética,
eficiencia en crecimiento y contenido de aceites esenciales.

Objetivos particulares
Medir y comparar fotosintesis en seis morfotipos de caléndula, y determinar sus parametros
fotosintéticos, como tasa fotosintética neta, fotosintesis méxima, puntos de compensacion y
de saturacion por CO,, y eficiencia de Rubisco.
Comparar la cinética de crecimiento de cinco morfotipos de caléndula.
Comparar el contenido de aceites esenciales en los capitulos florales de seis morfotipos de

caléndula, colectados en diferentes fechas de corte.



1.2 HIPOTESIS
Se encontrardn diferencias entre los morfotipos florales de caléndula en cuanto a
pardmetros fotosintéticos, lo cual influird y ocasionara diferencias entre las cinéticas de
crecimiento y en los contenidos de aceites esenciales entre ellos, ademas de ser afectados por las

fechas de corte de modo que habria fechas de corte con mayor rendimiento de capitulos y de

aceites esenciales.



I1. REVISION DE LITERATURA
2.1 Generalidades de la caléndula
La caléndula (Calendula officinalis L.) es una especie herbécea originaria de Egipto, cuya
introduccion en Europa data del siglo XII, desde donde se extendi6 al resto del mundo. El
nombre comudn proviene del latin calendae, primer dia del mes. En la actualidad se encuentra
frecuentemente en los jardines de todo el mundo como planta ornamental, aunque su aroma no es
agradable (Moore et al., 2006).
2.2 Nombres vulgares
La caléndula tiene una gran diversidad de nombres comunes. En Colombia se le llama
caléndula, flor de muerto, maravillosa, boton de oro, corona de rey, caldo, flamenquilla,
maravilla, caléndula oficinal, chucho, espanta novios, etc. En Estados Unidos se le conoce como
pot marigold, o calendula. Alemania: Reingelblume. En Brasil: bom-meque, mal-me-quer, etc.
En Chile: chinita. En Cuba: copetuda, mercadela, flamequilla. En Espafa: caldo, caléndula, flor
de todos los meses, mejicanas, flamencuella, flamequilla, tudesca, maravilla tudesca, mercadela,
reinita, rosa de muertos, corona del rey. En Francia: soici, souicides jardins. México: Mercadela,
maravilla, caléndula, altareyna, etc. (Universidad Nacional de Colombia, 2007).
2.3 Clasificacion taxonémica

Segun Muley BP (2009), la clasificacién taxondémica de la Calendula officinalis (Figura

1) es la siguiente: Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Tribu Calenduleae
Género Calendula
Especie C. officinalis

Figura 1. Capitulo floral y clasificacidn taxonémica de caléndula.
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2.4 Descripcion boténica

La caléndula, que pertenece a la familia de las Compuestas, es una hierba anual més o
menos pubescente, de 30 a 60 cm de altura; sus hojas son simples, alternas, algo gruesas, de
forma oblonga a obovado-oblonga, enteras o diminutas y remotamente denticuladas; los
capitulos o cabezuelas solitarias estan en pedunculos robustos, son vistosas, y miden de 3.75a 5
cm de didmetro; los radios planos extendidos con flores tubulares y ligulas de color amarillo
blanquecino hasta anaranjado subido, que se cierran por la noche; porta varias cabezuelas
pedunculadas que se disponen en forma esférica encerrando toda la planta (Lastra, 1999).

2.5 Ecologia y distribucion geografica

La caléndula es un vegetal hemicriptofito poco exigente respecto al tipo de suelo, aunque
prefiere suelos arcillosos. Es una planta de clima templado, pero resiste heladas y sequias.

Es cultivada en Europa desde el siglo XII, existe localmente naturalizada en el sur y oeste
de Europa y casual por todos los lugares.

2.6 Caracteristicas morfoldgicas de capitulos florales

Los capitulos son solitarios, generalmente de 4 a 7 cm de diametro. Las bracteas
involucrales estan en 1 a 2 filas y lineales, acuminadas, casi iguales y con un estrecho borde
escarioso. El receptéculo es plano y sin bracteas interflorales.

Las flores liguladas son amarillas o anaranjadas y las tubulares pueden ser o no
concoloras con las ligulas. Las ligulas miden de 2 a 3 cm de largo por 5 a 7 mm de ancho, con
tres dientes en el apice (Palma y Cuevas, 2007) y hacia la base posee abundantes tricomas
tectores biseriados. Las flores tubulares son mucho mas cortas (5 mm) que las liguladas y tienen

menos tricomas tectores en la base.



Figura 2. Flores liguladas de Calendula officinalis (Palma y Cuevas, 2007).

2.6.1 Caracteristicas organolépticas.

Las flores presentan olor débil, desagradable, caracteristico. Su sabor es amargo y
aromatico.

2.6.2 Caracteristicas anatomico-microscopicas.

En la base de las flores liguladas hay numerosos tricomas tectores pluricelulares,
biseriados, y algunos tricomas glandulares pedicelados también biseriados de longitud variable;
en las flores tubulares, ademas de éstos, también se observan tricomas tectores uniseriados y
algunos glandulares con pie corto y cabeza secretora formada por varios estratos de células
superpuestas (Mufioz-Centeno, 2004).

2.7 Caracteristicas morfo-anatomicas del fruto y semilla de caléndula

El fruto es un aquenio, curvo, que simula la letra C o media luna; tiene dos caras, una
dorsal o convexa y otra ventral o concava. En la cara ventral, en cada extremo posee una
protuberancia; la de mayor prominencia (base) indica el sitio de emergencia de la radicula
durante la germinacion. En la cara dorsal posee una serie de apéndices o espinas dorsales que
facilitan la dispersion al fijarse y transportarse en otros individuos. La cavidad que alberga la
semilla abarca desde la espina basal hasta la mitad del fruto (Figura 3), el resto es tejido de

proteccion altamente resistente. El tamafio varia entre 1 y 2 cm de largo, 2 y 3 mm de ancho y 3



a 4 mm de grosor. En algunos casos presenta tejido del pericarpio en forma de costillas opuestas,
lo que le da aspecto de fruto alado. Aparecen frutos agregados de aquenios o cabezuela de

aquenios.

Semilla

Fruto——_

Figura 3. Disposicion interna de la semilla y el embridn dentro del fruto (Victoria, 2007).

El embrion posee una curvatura en “C” (Figura 4), y forma coénica cuyo extremo
puntiagudo hacia la base del fruto corresponde a la radicula, mientras que el extremo redondeado
corresponde al &pice de los cotiledones y varia entre 0.5 a 1.0 cm, se encuentra recubierto por
una testa delgada y membranosa que facilita el intercambio gaseoso entre el fruto y el exterior.
Posee dos cotiledones que constituyen el 70 % del peso de la semilla, el eje embrionario es recto
y consta del meristemo apical caulinar (futura plumula), hipocétilo, meristemos radicales
subapicales y de la cofia (radicula); se encuentra en la seccién basal de la semilla, rodeado por la
testa y tejidos corticales (tejidos de proteccidn) inmediatamente debajo del punto de union de los

cotiledones (mesocotilo).



Cotiledones s = Epidermis

Nervaduras Tejido
centrales cortical
Meristemo , : . Cilindro central
apical caulinar - " vascular
Hipooéﬁlo il Meristemo
subppical
Cofia radical

Figura 4. Morfologia del embrién de C. officinalis (Victoria, 2007).

En el apice basal del embridn se observa la cofia, tejido negro suberizado con alto grado
de dureza que actlia como estructura de proteccién y facilita la emergencia de la radicula una vez
ablandado por accion del agua. Sin embargo, aun en éstas condiciones la dureza sigue siendo
considerable, y por ello la cofia actia como un “escudo” para la emergencia de la radicula
(Victoria, 2007).

2.8 Metabolitos secundarios de caléndula

Contiene aceites esenciales compuestos por mono y sesquiterpenos oxigenados, como
Carbona, lonona, Genarelicetona, Mentona, Isomentona, Cariofileno, Cariofilencetona, y-
Terpineno, o-Muuroleno, y y 6-Cadineno, Pedunculatina, Dihidroactiniodiolido, entre otros
componentes. También contiene flavonoides, como heterosidos de Isoramnetina, Quercetina y
numerosos  compuestos  sapondsidos  hemoliticos  derivados  del  Acido  oleandlico
(calendulosidos). Sintetiza alcoholes triterpénicos como o y B-Amirina, Taraxasterol,
Calenduladiol, Arnidiol, Faradiol, y triterpentioles pentaciclicos. Contiene esteroles libres,

esterificados y glicosilados, carotenos y xantofilas, poliacetilenos, acidos fenolicos, taninos.
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2.9 Usos y propiedades terapéuticas

Las cabezuelas o flores de caléndula son ampliamente utilizadas por sus propiedades
medicinales, como: antiinflamatoria, espasmddica, emenagoga, colagoga, sedativa, sudorifica,
vulneraria y bactericida contra Staphylococcus aureus y Streptococcus fecalis; los extractos de
las flores se recomiendan en el tratamiento de leucorrea. En aplicacion interna se usa para
estimular la actividad hepética y por tanto la secrecion biliar, en tratamiento de Ulceras gastricas;
y externamente, la decoccion, tintura o pomada se emplea en escaras, Ulceras varicosas,
erupciones cutaneas. Se usa en forma de infusion como componente de tés compuestos, en forma
topica, en tintura, y para la preparacion de medicamentos tales como gel antiulceroso,
supositorios vaginales y emulsion acuosa para el tratamiento de afecciones de la piel. En Francia
se reporta la actividad antitumoral de los extractos de caléndula. Ademas de su uso medicinal se
refiere su empleo en cosméticos, en la preparacién de champd, cremas y como colorante y en la
industria alimentaria en la confeccion, fabricacion de galletas, caramelos, licores, como colorante
natural de la mantequilla 0 como sucedaneo del azafran (Acosta et al., 2001).

Como se menciond anteriormente, los extractos de caléndula han mostrado diferentes
actividades terapéuticas entre los cuales destacan los siguientes por su frecuencia de aparicion en
humanos.

2.9.1 Actividad anti-inflamatoria

La fraccion soluble de acetato de etilo del extracto metandlico de las flores de caléndula
mostraron una potente inhibicion (84 %) del 12-otetradecanoil forbol-13-acetato (TPA) que es un
inductor de inflamacion en ratones con un valor de dosis infectiva media (ID50) de 0.05 a 0.02

mg/oido comparado con indometacina como droga de referencia (Muley et al., 2009).
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2.9.2 Actividad anti-VIH

El extracto diclorometano-metanol (1:1) de flores de caléndula han mostrado potente
actividad anti-VIH in vitro, basada en el ensayo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
MTT/tetrazolio. Esta actividad fue atribuida a la inhibicion de HVI1-RT a concentraciones de
1000 pg mL™, y también como la supresion de la fusién del VIH a 500 pg mL™ (Muley et al.,
2009).

2.9.3 Actividad anti-cancer

La fraccion soluble de acetato de etilo del extracto metandlico de las flores de caléndula
han mostraron actividad citotoxica in vitro contra células malignas. El aislamiento de esta
fraccion mostré componentes activos, donde el calenduliésido F6-butil éster es activo contra
lineas celulares de leucemia (MOLT-4 y RPMI8226), cancer de colon (HCC-2998) y melanoma
(LOXIMVI, SK-MEL-5 y UACC-62), las cuales tuvieron una inhibicion media (IC50) de 0.77 a
0.99 umol (excepto leucemia, la cual fue de 23.1 pmol), cancer renal (AK-1, 17.2 pmol; UO-31,
12.7 umol), y cancer de mama (NCI/ADR-RES, > 50 umol) (Muley et al., 2009).

2.10 Morfotipos florales de caléndula

En 2009 Mariana Palma Tenango obtuvo seis morfotipos florales de un cultivo
heterogéneo que se utiliza comercialmente en la region, a las cuales denomin6 S1, S2, S3, S4, S5
y S6 (Figura 5). Hasta el momento se sabe que cada seleccion varia a nivel de capitulos florales
en cuanto a numero de flores liguladas por capitulo floral y en el color de ligulas y flores

tubulares entre morfotipos florales (Palma et al., 2012).
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Figura 5. Morfotipos florales de caléndula.

2. 11 Cultivo de caléndula

2.11.1 Establecimiento del cultivo

La produccion de caléndula puede realizarse a campo abierto o bajo invernadero, por
siembra directa o por trasplante. Para el disefio de la plantacién se recomienda que la distancia
entre surcos sea de 70 a 85 cm, y entre plantas de 30 a 35 cm, para obtener una densidad mayor
de 35,000 plantas ha™. Esta densidad se recomienda para lugares de produccién bajo temporal y
a una hilera, a diferencia de la plantacion a “tresbolillo” que requiere una separacion entre surcos
de entre 100 y 120 cm y de 40 a 45 cm entre plantas, para obtener una densidad aproximada de
18, 518 plantas ha™, lo cual requiere de riegos frecuentes. Esta ltima densidad se recomienda
mas para la produccidn intensiva bajo invernadero (Cuevas y Palma, 2007).

La siembra directa se puede hacer de forma mateada o a chorrillo, o que requiere un
aclareo posterior para evitar la competencia excesiva entre plantas que puede afectar el
rendimiento. El establecimiento del cultivo también puede hacerse por trasplante, lo cual
requiere que la siembra de semilla se haga en charolas de vivero, las cuales pueden ser de
plastico o unicel con diferente nimero de cavidades y debidamente desinfectadas al igual que el

sustrato a utilizar.
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Para evitar problemas fitosanitarios, 30 dias después de la siembra se hace un despunte a
las plantas, ademas de protegerlas con fungicidas, y cuando la planta alcanza un tamafio de entre
10 y 15 cm es cuando la planta se trasplanta.

2.11.2 Fecha de siembra

Generalmente se siembra temprano en primavera., a mediados de abril. La emergencia
normalmente es rapida y el establecimiento termina a finales de mes. Sin embargo, Mufioz
(1987) menciona que en las zonas con invierno poco riguroso la fecha adecuada es septiembre-
octubre, o en marzo-abril en las zonas de invierno riguroso. En el primer caso, los capitulos més
pequefios florecen en el periodo julio-agosto.

En cuba, Acosta et al. (2001) mencionan que la fecha més conveniente para instalar los
semilleros o la siembra directa es en el periodo noviembre-diciembre, de preferencia en
noviembre.

La caléndula se considera una especie rustica por lo que es poco exigente en cuanto al
tipo de suelo, que crece bien en suelos de mediana fertilidad aunque para este cultivo se dedican
suelos ricos en materia organica (Mufioz, 1987).

2.11.3 Siembra directa

Puede ser manual, a chorrillo o por golpe, y en este Gltimo caso las semillas se cubren
con una capa ligera de tierra (2 a 3 cm) cuando se trata de pequefias areas, mientras que en
grandes extensiones la siembra se puede realizar mecanicamente. La cantidad de semillas
necesarias para sembrar una hectarea depende de la separacion entre lineas y del sistema de

siembra. Por golpe o a chorrillo, varia de 2 a 8 kg ha™, aunque el promedio es de 3 a 4 kg ha™.
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2.11.4 Siembra en semillero y trasplante

Se surca el area de semillero con una separacion de 10 cm entre filas y a 20 mm de
profundidad. Las semillas se cubren con 2 a 3 cm de tierra, y se necesitan aproximadamente 12
kg de semilla para obtener plantulas suficientes para una hectarea.

Cuando las pléantulas alcanzan una altura de aproximadamente 10 cm se llevan a campo
entonces (35 a 45 dias después de la siembra) (Acosta et al., 2001).

2.11.5 Germinacion

Después de la emergencia, que tiene lugar unos 15 después de la siembra, es preciso
remover el suelo.

En premergencia, después de la siembra, se puede aplicar propizamida (principio activo
del Kerb50®), para evitar la aparicién de maleza; esto se hace a dosis de 3 kg ha™. Si la siembra
se hizo en otofio, el tratamiento puede repetirse en la primavera siguiente (Mufioz, 1987).

2.11.6 Labores de cultivo

Durante el desarrollo del cultivo se necesitan dos deshierbes y dos aporques. EIl primer
deshierbe se debe hacer entre los 20 a los 25 dias después de la germinacion, y el segundo un
mes después. Durante el periodo de floracion, aunque no son obligatorios, conviene hacer
aporques mensuales para evitar la compactacion del suelo y facilitar su aireacion (Acosta et al.,
2001).

2.11.7 Riegos

En los semilleros los riegos se aplican diariamente con regadera fina hasta la nacencia
final; luego, cuando las plantas alcancen unos 5 cm de altura, los riegos se espaciaran a dias
alternos. En siembra directa los riegos iniciales seran diarios y ligeros hasta la completa

germinacion; posteriormente, a medida que aumenta el sistema radical y la parte aérea de la
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planta, se reducen a 2 6 3 por semana, pero de mayor intensidad; finalmente se aplicara un riego
después de cada recoleccion de flores (Acosta et al., 2001).
2.11.8 Fertilizacion

Acosta et al. (2001) recomiendan el uso de abonos organicos cuando el cultivo se
establece en terrenos pobres en materia organica, o la combinacion de éstos con dosis bajas de
fertilizante mineral. Mufioz (1987) considera que si el terreno es pobre en materia organica, en la
labor preparatoria del suelo, un mes antes de la siembra, se deben aplicar 1 t ha™ de estiércol
mineralizado. La fertilizacién mineral serd: 50-80-10 de N-POs-K0.

2.11. 9 Namero de cortes y rendimiento

En Chillan, Chile, Berti et al. (2003) efectuaron 17 cortes en caléndula, durante 142 d,
con un rendimiento de 3685 kg ha™ de capitulos secos.

En Cuba, Acosta et al. (2001) hicieron de 10 a 12 cortes de capitulos frescos y obtuvieron
un rendimiento de 1.3 a 2.0 t ha™*, que en seco correspondieron a aproximadamente 200 a 300 kg,
ya que la relacion peso fresco:peso seco fue de 10.15: 1.

2.11.10 Secado

El secado de la planta tiene gran importancia para la preservacion de principios activos.
Omelchuk et al. (1984) recomiendan que el secado de capitulos de caléndula se haga
inmediatamente después de cosecharlas, de lo contrario puede haber una pérdida de 28 a 30 %
de carotenoides y de 24 a 26 % de flavonoides (Acosta et al., 2001). Segun Garcia et al. (1996),
la mejor forma de secado es al sol o bien en estufa de recirculacion de aire a 40 °C,

independientemente de la fecha de plantacion.
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2.11.11 Plagas y enfermedades que pueden atacar a la caléndula

Las plagas mas comunes que afectan a la caléndula son pulgones (Figura 5), cochinillas
(Maconellicoccus spp.), mosca blanca (Bemicia spp.), y larvas minadoras (Lyriomiza spp.). Por
otro lado, las enfermedades mas comunes que se pueden presentar en su cultivo son las
“manchas de las hojas”, que pueden ser producidas por los hongos Cercospora, Collecotrichum
y Alternaria (Figura 6); el “oidio” (formaciéon de un micelio blanquecino sobre las hojas),
podredumbre del tallo, producida por los géneros Rhizoctonia o Sclerotinia, y la “roya”, que se
manifiesta a través de pustulas de color pardo-rojizas producidas por el género Puccinia (Moore,

2006).

Figura 6. Alternaria (a) y pulgén (b) en caléndula.

2.11.12 Recoleccion

Cosechas de capitulos florales. Cuando 10 % de la plantacion presenta estado de
floracion, se inicia la recoleccion, lo cual ocurre alrededor de los 70 d de la siembra o entre 40 y
50 dias después del trasplante.

Para un mejor aprovechamiento, se recogen las cabezuelas con corto pedunculo (2 a 3
cm), en forma escalonada, es decir, a medida que las flores abren por completo, cada5a 7 d, en
tiempo soleado y después de eliminado el rocio. Durante la etapa productiva se efectian de 10 a

12 recolecciones, con mas frecuente al principio mientras que al final del periodo las flores son
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de menor diametro. En el momento de méaxima produccién, novena cosecha, se necesitan unos
siete obreros para la cosecha de 1 ha en una jornada (Acosta et al., 2001).

Semillas. Para la cosecha de semillas, la colecta se inicia a los 90 d de la siembra o a los
100 d del transplante, y también se recolectan las cabezuelas con frecuencias de 5a 7 d, y se
recogen sélo aquellas donde las flores liguladas han decaido. Se pueden hacer 6 0 més cosechas,
con lo que se obtienen alrededor de 400 kg hade semilla.

Para mayor explotacion de las plantaciones de caléndula, se pueden aprovechar los
campos dedicados a la produccion de capitulos florales, y después de 10 a 11 recolecciones se
pudieran colectar semillas aiin por cinco veces sucesivas; con esto se lograria aproximadamente
160 kg ha™ de semilla. El tiempo que demora la cosecha de 1.3 kg de semillas es de 7 h; por
tanto, para una produccion media de 32 kg de semillas en una hectérea se necesitarian méas de 20
obreros por jornada (Acosta et al., 2001).

2.12 Cinéticas de crecimiento

Para saber como se comporta el crecimiento se pueden usar las curvas de crecimiento que
se obtienen al graficar el tamafio o peso como funcién del tiempo, y que permiten observar
como se comporta la planta, si su crecimiento es exponencial, si se comporta constante o
simplemente deja de crecer. El crecimiento en la mayoria de las plantas producen curvas de
crecimiento sigmoidales (Salisbury y Ross, 1994).

Una curva de crecimiento (cinética de crecimiento) se obtiene mediante muestreos a
través del tiempo cuyos datos suelen ser graficados y con frecuencia la curva es ajustada
mediante funciones matematicas para eliminar el error experimental (Babbayan y Crout, 1999).
Los modelos matematicos investigan y profundizan el entendimiento y de la fisiologia del

crecimiento y desarrollo (Lents, 1998).
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El desarrollo de la planta involucra procesos de crecimiento y diferenciacion que
generalmente suceden al mismo tiempo, para permitir la existencia de estructuras y funciones
determinadas de las células en lugares especificos de la planta, como hojas, tallos raices, etc.
(Taiz y Zeinger, 2002).

2.13 Radiacidn fotosintéticamente activa (RFA)

La luz es un elemento clave en las modificaciones del aparato fotosintético inducidas por
diferentes factores abioticos. La radiacion fotosintéticamente activa (RFA) captada por un
vegetal determina la cantidad de materia seca producida y la calidad de la produccion.

La energia luminosa del espectro visible es la mas importante para los agroecosistemas y,
dependiendo de las condiciones locales del clima, constituye entre 40 y 60 % de la energia total
irradiada sobre la superficie terrestre (Stephen, 2002). En la RFA la longitud de onda se ubica de
400 a 760 nm, que también corresponde a la luz visible. Las plantas verdes no se desarrollan sin
una combinacion de la mayoria de las longitudes de onda de luz en el espectro visible.

La energia solar que recibe la Tierra llega en forma de ondas electromagnéticas que
varian desde menos de 0.001 hasta mas de mil millones de nanémetros. Esta energia forma el
espectro electromagnético. La parte del espectro electromagnético entre uno y un millén de
nandmetros es considerada como luz; sin embargo no toda es visible. La luz con longitudes de
onda entre 1 y 390 nm es conocida como luz ultravioleta. La luz con longitudes de onda mayor a
760 nm y menor a 1000 nm es conocida como infrarroja; la luz infrarroja con longitud de onda
mayor de 3000 nm se percibe como calor.

En su respuesta a diferentes intensidades de luz (cinética de luz), las plantas presentan
dos parametros, conocidos como punto de compensacion y de saturacion de luz. El punto de

compensacion es la intensidad de luz minima que la planta requiere para que los fotoasimilados
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producidos sélo alcancen para ser utilizados en el proceso de la respiracion, sin que resulten
sobrantes para el crecimiento, y por tanto la tasa de fotosintesis neta es igual a cero. El punto de
saturacion es la luz méxima que la planta puede aprovechar, porque es la que satura su aparato
fotosintético (Romero, 2012).

En ausencia de factores adversos, el rendimiento de los cultivos es directamente
proporcional a la radiacion solar absorbida. Diversos cultivos sintetizan diferentes compuestos, y
por tanto tienen diferencias en la eficiencia de conversion de biomasa.

2.14 Cinéticas fotosintéticas

El intercambio de gases se lleva a cabo a través de los estomas, cuya conductancia de
gases se controla por cambios en la turgencia de las células oclusivas y responde a diversos
factores ambientales, entre los que destacan luz, humedad y concentracion de CO, (Damian-
Nava et al., 2009).

Asi, al aumentar la concentracion de CO, también aumenta la tasa de asimilacion neta
hasta alcanzar el nivel de saturacion, con una cinética propia para cada especie. El conocimiento
de dicha cinética con respecto a la concentracion interna de CO, en la hoja (Ci) permite
determinar parametros importantes del mecanismo fotosintético, como: el punto de
compensacion por CO,, que indica la Ci en la que la absorcion y liberacion CO, son iguales y la
tasa de asimilacion neta (A) es cero; el punto de saturacién por CO, (PS), en la que A alcanza su
méaximo valor; y la eficiencia de carboxilacion por la enzima Rubisco, o tasa de captura
enzimatica del CO,. Estos parametros tambien permiten clasificar a las plantas en funcion de sus

mecanismos fotosintéticos, ya sean C3 o C4.
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Las cinéticas fotosintéticas en funcién de la concentracion de CO, (A/Ci) pueden ademas
proporcionar valores numéricos de otros importantes pardmetros fotosintéticos, como: tasa
méaxima de carboxilacion (Vemax) permitida por la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa
(RuBisCO), tasa de transporte fotosintético de electrones (J) basada en el requisito de NADPH,
uso de triosas fosfato (TPU), tasa de respiracion (Rd), y conductancia del meséfilo (gm). El
método requiere al menos cinco pares de valores de asimilacion neta de CO, (A) y Ci, y que los
usuarios indiquen al presunto factor limitante (Sharkey et al., 2007).

La temperatura influye de manera importante en el comportamiento de las curvas de CO,.
Estudios recientes informan que la pendiente inicial, es decir la tasa de fotosintesis saturada de
luz vs. Ci, cambia en funcién del aumento de temperatura. Sin embargo, pocos estudios
comparan la pendiente inicial con las propiedades de la enzima de carboxilacion denominada
ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco), la cual determina el rendimiento
fotosintético en bajas y altas temperaturas (Romero, 2012).

2.15 Fotosintesis en caléndula

Como es bien conocido, la capacidad fotosintética de las hojas de plantas superiores
depende de la intensidad de la luz a la cual estdn expuestas durante su crecimiento. Ademas es
bien conocido que la capacidad fotosintética varia con la edad de la hoja. La influencia de la
intensidad de luz sobre el crecimiento y fotosintesis ha sido el sujeto de numerosos estudios por
muchos afios. Los primeros estudios relacionados con la influencia de la luz y la anatomia de la
hoja, y posiblemente los primeros experimentos fueron los realizados por Bonnet en 1754, que
compard el crecimiento de semillas de pera crecidas a aire abierto, bajo un vaso y bajo una pared

de madera.
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En caléndula, Groen (1975) cuantificé los rangos de fotosintesis por cm? de &rea foliar a
diferentes intensidades de luz y en hojas de diferentes edades. Como puede ser observado y
esperado de una planta originaria de un habitat soleado, se esperaria una tendencia general a que
el maximo rango de fotosintesis aumente con la intensidad de luz a la que las plantas son
crecidas. En algunos casos las diferencias son pequefias y a veces el maximo rango de
fotosintesis es mayor en hojas crecidas a 75 % 0 37 % de luz. El desarrollo de los valores para
los experimentos en interiortes claramente muestran un incremento del rango maximo de

fotosintesis al incrementar la intensidad de luz a las que las plantas fueron crecidas (Figura 7).
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Figura 7. Rangos de fotosintesis por cm? de érea foliar a 20 °C, de hojas de caléndula
crecidas a diferentes intensidades de luz (Fuente: Groen, 1975).

En cuanto a la relacion entre el rango de fotosintesis y la edad de las hojas, la tendencia
general muestra que los mayores rangos fotosintéticos son presentados por las hojas crecidas a
mayores intensidades de luz. Estas hojas ademéas muestran el rapido decaimiento de su maximo
rango de fotosintesis debido al avance en edad y al comienzo de senescencia (Figura 8) (Groen,

1975).
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Figura 8 Tasas de fotosintesis por cm? de 4rea foliar a 20°C. en diferentes edades de hojas
del tallo principal de plantas de caléndula crecidas a diferentes intensidades de luz (Groen,
1975).

2.16 Numero de estomas

Algunas investigaciones han mostrado que la intensidad de luz durante el crecimiento
tiene influencia sobre la resistencia estomaética. Bjorkman y Holmgren (1963) encontraron un
incremento en el numero de estomas en Solidago virgaurea, con un incremento en la intensad de
luz durante el crecimiento. Wilson y Cooper (1969) encontraron un decrecimiento en el nimero
de estomas con el aumento de intensidad luminosa durante el crecimiento de Lolium perenne,
pero los estomas fueron mucho mas largos. Ademas, en condiciones de altas concentraciones de
bidxido de carbono en las cuantificaciones, la resistencia estomética no serd de mucha influencia
en los rangos fotosintéticos (Groen, 1975).

Para Calendula officinalis se realizd una cuantificacion de estomas en hojas en su
méaximo desarrollo, que es uno de los mayores factores que hacen variar la cantidad de estomas y
ceélulas epidérmicas por unidad de area foliar. Si bien en varias especies se ha verificado que a

mayores intensidades de luz la cantidad de estomas es mayor, en caléndula se observd una

reduccion en el nimero de estomas del lado adaxial mientras que a bajas intensidades luminosas
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hubo mayor cantidad de estomas del lado abaxial de la hoja. EI radio estomas/células
epidérmicas es influenciado por la intensidad de luz (Cuadro 1).

Cuadro 1. Frecuencia estomatica de hojas de caléndula crecidas en el fitotrén a
intensidades luminosas de 67,000 y 16,000 ergcm™ s, respectivamente (Fuente: Groen, 1975).

Lado adaxial Lado abiaxal

s° E' SIE® S E SIE
Alta intensidad de luz

82 504 0.16 91 452 0.20

71 364 0.20 110 560 0.20

103 528 0.20 73 368 0.20

85 464 0.18 105 560 0.19

Media 85 465 0.18 Media 95 485 0.20
Baja intensidad de luz

75 624 0.12 79 568 0.14

52 528 0.10 105 588 0.18

51 448 0.11 117 732 0.16

50 356 0.14

Media 57 489 0.12 Media 100 629 0.16

“S (namero de células epidérmicas), YE (nimero de estomas), *S/E (Relacién ndmero células
espidérmicas:numero de estomas).

2.17 Contenido de clorofila

En general una hoja totalmente verde contiene suficiente clorofila para absorber una
cantidad suficiente de luz para saturar la fotosintesis en altas intensidades de luz y para asegurar
un uso eficiente de la quanta incidente a bajas intensidades de luz. Un alto contenido de clorofila
es frecuentemente encontrado en hojas sombreadas, que es seguramente importante para las
hojas que se encuentran situadas en la parte baja de la planta y asi absorber adecuadamente el
verde y el rojo cercano de la luz remanente después de pasar a través de las otras hojas (Groen,
1975).

Las hojas de caléndula muestran un incremento en la concentracion de clorofila después
del estado joven, y muestran un ligero cambio cuando las hojas se vuelven viejas conforme
ocurre un amarilleamiento. Las hojas sombreadas muestran frecuentemente un alto contenido de

clorofila. Esto es méas obvio en las hojas jovenes, ya sea al medir la clorofila por unidad de area
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foliar o por unidad de peso fresco, excepto para los niveles mas bajos de luz. Probablemente
porque la poca cantidad de energia captada es utilizada para asegurar una concentracion normal
de clorofila (Cuadro 2).

Cuadro 2. Concentraciones de clorofila de hojas de caléndula de diferentes edades, de

plantas crecidas en fitotrén a intensidades de luz de 67,000 erg cm™ (100 %), 47,000 erg cm™
(70 %), 28,000 erg' cm™ (40 %) y 16,000 erg'cm® (20 %) (Fuente: Groen, 1975).

Valores por unidad de area foliar (Coeficientes de extincion, desarrollo de varios valores)

Intensidad 100% ca. 70% ca. 40% ca. 20%
luminosa
Hojas jovenes 0.382 0.440 0.470 0.342
Hojas maduras 0.510 0.538 0.544 0.377
Hojas viejas 0.529 0.542 0.478 0.387
Valores relativos por unidad de peso fresco (desarrollo de varios valores)
Intensidad 100 % ca. 70 % ca. 40 % ca. 20 %
luminosa
Hojas jovenes 26 36 40 29
Hojas maduras 39 43 36 20
Hojas viejas 39 32 31 27
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CHAPTER I1l. GROWTH KINETICS IN FLORAL MORPHOTYPES OF POT
MARIGOLD (Calendula officinalis L.)
Luis F.Salomé-Abarca, !, Victor A. Gonzalez-Hernandez', Nicacio Cruz-Huerta®, y R. Marcos
Soto-Hernandez?
postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Fisiologia Vegetal y “Postgrado en Boténica,
Colegio de Postgraduados-Campus Montecillo. Km. 36.5 Carr. México-Texcoco. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México.
ABSTRACT

The growth curves are used to determine the physiological and agronomic performance of plants.
These curves are obtained by plotting the size or weight as a function of time. Mathematical
models fitted to the growth curves are useful tools to test hypotheses, synthesize knowledge,
describe, understand complex systems and compare different scenarios. They are used as support
for decision making-systems, climate control of greenhouses, forecasting and production
planning. The floral morphotypes of pot marigold (Calendula officinalis L.) have not been
characterized in terms of growth parameters such as total accumulation and distribution of
biomass among organs, and efficiency ratios. The aim of this study was to compare the growth
kinetics of five floral morphotypes of pot marigold. The five floral morphotypes showed
sigmoidal kinetics of growth in both total biomass and in the organs that compound it, but with
differences in the duration of its phases and the respective growth rates associated with their
ability to accumulate biomass. The vegetative parts showed most of the strength of demand in
the floral morphotypes, and in both kinds of organs the greatest strength of demand occurred at
72 and 57 d after transplantation, respectively.

Keywords: Sigmoidal, growth phases, demand force (TAC).

29



CAPITULO IIl. CINETICAS DE CRECIMIENTO EN MORFOTIPOS FLORALES DE
CALENDULA (Calendula officinalis L.)
Luis F.Salomé-Abarca, !, Victor A. Gonzalez-Hernandez', Nicacio Cruz-Huerta®, y R. Marcos
Soto-Hernandez’
postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Fisiologia Vegetal y “Postgrado en Boténica,
Colegio de Postgraduados-Campus Montecillo. Km. 36.5 Carr. México-Texcoco. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México.
RESUMEN

Las curvas de crecimiento sirven para conocer el desempefio fisioldégico y agronémico de las
plantas. Dichas curvas se obtienen al graficar el tamafio o peso como funcion del tiempo. Los
modelos matematicos ajustados a las curvas de crecimiento son herramientas Utiles para probar
hipdtesis, sintetizar el conocimiento, describir, entender sistemas complejos y comparar
diferentes escenarios. Se usan como soporte para la toma de decisiones en sistemas, control
climatico de invernaderos, prediccién y planeacion de la produccion. Los morfotipos florales de
calendula (Calendula officinalis) no han sido caracterizados en cuanto a parametros de
crecimiento como acumulacion total y distribucién de biomasa entre dérganos, e indices de
eficiencia. El objetivo de este trabajo fue comparar la cinética de crecimiento de cinco
morfotipos florales de caléndula. Los cinco morfotipo florales presentaron cinéticas de
crecimiento tipo sigmoidal tanto en biomasa total como en los 6rganos que los componen, pero
con diferencias en la duracion de sus fases y en las respectivas tasas de crecimiento asociadas
con su capacidad de acumular biomasa. Las partes vegetativas presentaron la mayor parte de la
fuerza de demanda en los morfotipos florales, y en ambos 6rganos la mayor fuerza de demanda
se dio a los 72 y 57 d después del trasplante, respectivamente.
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INTRODUCCION

Es esencial estudiar el crecimiento de las plantas, sobre en condiciones naturales de
campo. La gran acumulacién de conocimiento de las formas y funciones de las plantas no provee
de suficiente informacion para inferir como alguna planta en particular puede comportarse como
un todo funcional. El crecimiento vegetal se puede cuantificar mediante curvas de crecimiento,
que se obtienen al graficar el tamafio 0 peso como funcion del tiempo, curvas que ademas
permiten determinar las fases y tasas del crecimiento de las plantas, variables Utiles para
caracterizar genotipos y para detectar limitantes de este complejo proceso (Cliffrod, 1972). El
crecimiento en la mayoria de las plantas produce curvas de tipo sigmoidal (Salisbury y Ross,
1994).

Una curva de crecimiento (cinética de crecimiento) se obtiene mediante muestreos
efectuados periédicamente a través del ciclo bioldgico de la planta, donde los datos suelen ser
graficados y con frecuencia la curva es ajustada mediante funciones matematicas para eliminar el
error experimental (Babbayan y Crout, 1999). Los modelos matematicos investigan y
profundizan el entendimiento de la fisiologia del crecimiento y desarrollo (Lents, 1998).

El desarrollo de la planta involucra procesos de crecimiento y diferenciacion que
generalmente suceden al mismo tiempo, para permitir la existencia de estructuras y funciones
determinadas de las células en lugares especificos de la planta, como hojas, tallos, raices, entre
otros (Taiz y Zeiger, 2002).

Los modelos matematicos son herramientas Gtiles para probar hipotesis, sintetizar el
conocimiento, describir y entender sistemas complejos, y comparar diferentes escenarios. Se
usan como soporte para la toma de decisiones en sistemas, control climatico de invernaderos,

prediccion y planeacion de la produccion (Lentz, 1998). Un modelo es una representacion
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matematica de un fenémeno o de un sistema, y la modelacién es el proceso para desarrollar dicha
representacion; para que un modelo opere y produzca una imitacion del mundo real, es necesario
que se dé el proceso de simulacion (Goudriaan y Van Laar, 1994). Penning de Vries et al. (1989)
clasifican los modelos en descriptivos o explicativos. Descriptivos, estadisticos o empiricos son
los modelos obtenidos mediante regresion lineal y reflejan poco o nada los mecanismos que
causan el comportamiento del sistema, mientras que los explicativos consisten de un conjunto de
ecuaciones que proveen una descripcién cuantitativa de esos mecanismos y procesos.

En la zona de los Valles Centrales de México, Palma (2009) observé amplia diversidad
fenotipica en los capitulos de una variedad comdn de caléndula (Calendula officinalis L.), y entre
las variantes eligié seis morfotipos florales de esa poblacién heterogénea a las cuales denominé
de S1 a S6. Hasta el momento se sabe que cada morfotipo varia en el niamero de flores liguladas
por capitulo floral y en el color de ligulas y flores tubulares, pero estos morfotipos florales no
han sido caracterizados en cuanto a parametros de crecimiento, tales como acumulacion total y
distribucion de biomasa entre 6rganos. Por ello el objetivo de este trabajo fue comparar la
cinética de crecimiento de los cinco morfotipos florales de caléndula que contaban con
suficientes plantas para realizar el estudio.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion del experimento

Los cinco morfotipos de caléndula (S1 a S5) se establecieron en un campo experimental

ubicado en el municipio de Texcoco, Estado de México (19° 19° N, 98° 53” O, altitud de 2250

m).
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Establecimiento del almécigo

La semilla de los cinco morfotipos se sembré el 29 de febrero de 2012 en invernadero.
Como sustrato se utilizdo una mezcla de tierra de monte con turba (“peat moss”) en proporcion
1:1, la cual se colocé en charolas de 200 cavidades. El sustrato se humedeci6 a capacidad de
campo Yy se colocd una semilla por cavidad. Cuando tenian 90 d de edad (29 de mayo), las
plantulas se trasplantaron a campo.

Manejo experimental

En campo las plantas se distribuyen en surcos de 95 cm de ancho con 60 cm de distancia
entre plantas (17,543 plantas ha™). Los tratamientos consistieron de los cinco morfotipos, y la
unidad experimental en cada repeticion constd de tres surcos de 5 m, en un disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones.

Los muestreos para medir el crecimiento se hicieron mediante la técnica de Hunt (1978),
con muestras tomadas cada dos semanas de tres plantas completas (una planta por cada
repeticion), las cuales fueron extraidas completamente del suelo, incluida la raiz. Las plantas
colectadas fueron llevadas al Laboratorio de Fisiotecnia Vegetal, donde se disecaron para separar
tallo, hoja, raiz y organos reproductores (capitulos florales). En cada muestreo los érganos
disecados se midieron las siguientes variables: peso fresco en seguida de haber sido cosechadas
en campo, y peso seco después de secar en estufa con recirculacién de aire (Riosa Inc.; México)
a 70 °C por 72 h, ambas efectuadas con una balanza Ohaus® modelo Explorer (USA). En las
hojas frescas también se midié area foliar verde con un integrador LI-3100® (LICOR, Inc;
Lincoln, NE, USA), y las mediciones se tomaron de tres plantas diferentes, donde cada planta

fue una repeticion.
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Manejo de datos

Después de graficar los promedios por morfotipo y por muestreo de los datos observados
en funcion de la edad de las plantas (en dias después del trasplante, ddt), de cada morfotipo se
obtuvo un modelo de simulacion mediante ajuste del modelo logistico aplicado a los datos
observados. EI modelo fue representado por la ecuacion y = a/(1+be™), donde a = peso
asintotico, b = peso minimo , e = logaritmo natural con base e, ¢ = tasa de crecimiento, y X =
numero de dias después del trasplante en cada muestreo (cuando se realizd la medicion), de
manera que en cada morfotipo se lograra un modelo con alta bondad de ajuste estadistico (R?)
entre los datos observados y los predichos por el modelo, asi como un buen ajuste bioldgico (con
datos predichos bioldgicamente aceptables).

Este procedimiento se aplicé a los datos de biomasa total asi como a los de biomasa
asignada a cada Organo, para comparar los morfotipos con base en la acumulacion total de
biomasa en la planta y de su distribucion entre 6rganos. Todos los modelos y los valores de sus
parametros se obtuvieron con el programa Curve Expert Professional 2.0®
(http://www.curveexpert.net/download/). Los promedios (n = 3) de datos observados en cada
muestreo y sus respectivas desviaciones estandar fueron calculados, con el paquete Excel de
Microsoft®, el cual también se utilizé para graficar los valores predichos en funcion de la edad
de la planta.

Con los datos predichos de cada morfotipo, y por ello libres del error experimental, se
calcularon dos indices de eficiencia: tasa absoluta de crecimiento (TAC) y tasa relativa de
crecimiento (TRC), mediante las formulas correspondientes indicadas por Hunt (1978). Ello se
hizo para dos grupos de 6rganos, los vegetativos y los reproductores. La TAC, en g d*, se obtuvo

mediante la férmula TAC = (P,-P1)/(t>-t1), donde P1y P, son los pesos secos predichos para t; y
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t,, que corresponden a los tiempos de dos muestreos sucesivos; la TRC, expresada en g g™ d*,
se obtuvo mediante la formula TRC = (In P,-In Py)/(t>-t;), donde In corresponde al logaritmo
natural de base e.

Como la fuerza de la demanda (FD) de un érgano o demanda se puede calcular mediante
el producto: tamafio de la demanda (TD, en g) x la actividad de la demanda (AD, en g g™ d™);
entonces la FD corresponde a la TAC, el TD a la biomasa y la AD a la TRC (Aguilar et al.,
2006).

RESULTADOS Y DISCUSION
Cinéticas de acumulacion y distribucion de biomasa

Los cinco morfotipos florales presentaron cinéticas de crecimiento tipo sigmoidal (Figura
1), lo cual coincide con Salisbury y Ross (1994) quienes afirman que las plantas usualmente
presentan cinéticas de crecimiento de tipo sigmoidal. Cinéticas del mismo tipo se han observado
en otras especies vegetales como papa, Solanum tuberosum L. (Aguilera, 2006), lechuga,
Lactuca sativa L. (Carranza et al., 2009), estevia, Stevia rebaudiana (Jarma et al., 2006) y chile
jalapefio, Capsicum annuum L. cv. Hot (Azofeifa y Moreira, 2004), entre otras.

Todos los morfotipos florales presentaron las mismas fases del crecimiento (LE, Lenta;
A, aceleracion; LI, lineal; D, desaceleracion y E, estacionaria), con excepcion del morfotipo S1
que no presentd fase lineal. EI morfotipo S1 presentd la mayor capacidad de crecimiento
(acumulacion de biomasa total) a los 102 ddt, con un méximo de 228 g de materia seca por
planta, en contraste con los deméas morfotipos que no lograron acumular méas de 200 g en
biomasa total.

Estas diferencias entre morfotipos se atribuyen a diferencias en la duracion y velocidad

de las fases del crecimiento; por ejemplo, el morfotipo S1 present6 una rapida y larga fase de
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aceleracion (A, 45 d aprox.) acoplada con una larga y rapida fase de desaceleracion (D, 30 d
aprox.), lo que le permitio a estas plantas alcanzar la fase estacionaria (E, maximo crecimiento)
con méas de 200 g de biomasa por planta a los 102 ddt, aunque su fase lenta (LE) fue de igual
duracion que en los demas morfotipos. En contraste, el morfotipo S2 aunque tuvo una fase A
rapida y mas larga (32 d) éste dejo de crecer a los 91 ddt (11 d menos de crecimiento que el S1),
de modo apenas acumul6 155 g por planta en biomasa total (Figura 1). Ademas, el area foliar de
S1 continud creciendo hasta los 92 ddt, mientras en los deméas morfotipos el area foliar dejé de
crecer a los 72 ddt (Figura 2), lo que le permitié a S1 seguir produciendo tejido fotosintético
durante 20 d mé&s que los demas morfotipos.

Entre los morfotipos S2 a S5 hubo pocas diferencias en acumulacion de biomasa total,
asociada con pocas diferencias entre las duraciones de sus fases y sus respectivas tasas de
crecimiento. EI morfotipo S3 presentd la fase A de menor tasa de acumulacion de biomasa, por
lo que fue el morfotipo que produjo la menor cantidad de biomasa total (Figura 1). Por tanto, la
duracién y tasa de crecimiento de las fases A y D pueden ser las etapas convenientes para

comparar el vigor de morfotipos florales de caléndula.
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Figura I11. 1. Cinéticas de crecimiento de biomasa total en cinco morfotipos florales de caléndula
(S1 a S5), en g/planta. Fases del crecimiento: LE = Lenta o ‘lag’; A = Aceleracion o
exponencial; LI = Lineal; D = Desaceleracion; E = Estacionaria. Los puntos representan
promedios (n = 3) y las barras verticales indican + una desviacion estandar.
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Figura I1l. 2. Cinética del area foliar en morfotipos florales de caléndula. Las barras representan
* una desviacion estandar (n = 3).

De los modelos logisticos ajustados a las cinéticas de crecimiento para acumulacion de
biomasa se obtuvieron los valores de los parametros a, b y ¢ para predecir o simular el
crecimiento de cada morfotipo (Cuadro Ill. 1). Todos estos modelos tienen buen ajuste
estadistico con R”> minimo de 0.98, por lo que son confiables para simular el crecimiento de los
morfotipos de caléndula, si crecieran en las mismas condiciones que en el presente estudio.
Conviene destacar que los morfotipos difirieron en los tres parametros, lo que permite apreciar
que el morfotipo S1 sobresale por tener los maximos valores de pesos maximo e inicial (a y b,

respectivamente), mientras que el morfotipo S2 tuvo la maxima tasa de crecimiento (c).
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Cuadro 1l1. 1. Valores a, b y ¢ de la ecuacion logistica de la forma y = a/(1+be™) para la
prediccion de acumulacion de biomasa total, en cinco morfotipos florales de caléndula.

Morfotipo a(g) b c(gg'dh) R°
S1 2.220E+02 9.025E+02 1.033E-01 0.98
S2 1.574E+02 1.827+03 1.310E-01 0.99
S3 1.610E+02 2.014E+03 1.214E-01 0.99
S4 1.750E+02 4.467E+02 9.878E-02 0.99
S5 1.941E+02 7.187E+02 1.005E-01 0.99

a = peso maximo o asintético, b = factor de ajuste del modelo, e = logaritmo natural, ¢ =
tasa de crecimiento, x = nimero de dias después del trasplante, y R?= coeficiente de
determinacion o bondad de ajuste.

En cuanto a la distribucidn de biomasa entre 6rganos, el tallo fue el 6rgano donde se dio
la mayor acumulacion de biomasa, en particular en el morfotipo floral S1 con un promedio de
general (de los 8 muestreos) 61.43 + 1.43 g, con excepcion del morfotipo floral S2 que destaco
por asignar la mayor cantidad de materia seca a hojas con 48.2% de la biomasa total (Cuadro 2).
En los demas morfotipos la biomasa asignada a hojas varié entre 33 a 39%.

Debido a que es en el apice de los tallos de caléndula donde se forma el capitulo floral, se
esperaria que los morfotipos que asignen mayor cantidad de biomasa a tallos fueran también los
que tuvieran una mayor asignacion de biomasa a capitulos florales. Sin embargo, esto no fue asi
probablemente porque en lugar de generar un mayor namero de tallos y por ende de capitulos
florales, hubo un menor nimero de tallos pero éstos alcanzaron mayor acumulaciéon de biomasa
por tallo.

En todos los morfotipos la raiz es el 6rgano que recibié menos biomasa, excepto el S5

cuya raiz recibié igual cantidad de biomasa que en los capitulos. Los capitulos florales

constituyen la segunda demanda mas baja de asimilados, con 7.8 a 12 % del total y apenas
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ligeramente mayor que la raiz que recibe de 5.2 a 8.7 %. En materia seca de capitulos destacan

los morfotipos S1 y S2 por alcanzar los mayores rendimientos, pero en magnitud relativa

solamente el morfotipo S2 asign6 mas biomasa a la formacion de capitulos con 12 %, que superd

a los demés morfotipos cuyas asignaciones relativas oscilaron de 7.8 a 10.3 % (Cuadro IlI. 2).

Cuadro Ill. 2. Distribucion promedio de los 8 muestreos para biomasa entre 6rganos de

morfotipos florales de caléndula.

Organo S1(g) S2 (g) S3 () S4 (9) S5 (9)
Tallo 6143+1.43 31.55+057 38.03+244 46.86+355 48.29+1.39
52.5 % 33.2% 42.3 % 475 % 47.7%
Hoja 38.78+260 4576+091 34.99+092 3567+091 36.73+3.98
33.1% 48.2 % 38.9 % 36.1 % 36.2 %
Raiz 596+053 6.15+024 7.90+045 464+032 832+0.33
5.1 % 6.4 % 8.7 % 4.7 % 8.22 %
Capitulo floral  10.87+0.71 11.43+0.63 9.02+0.76 10.20+0.19 7.85 0.39
9.3 % 12 % 10 % 10.3 % 7.8 %
Total 109.7+37 885+020 84.07+3.4 9099+41 96355

Datos promedios (n = 24), + una desviacion estandar; % de biomasa asignado a cada érgano con

respecto de la biomasa total.

Las cinéticas correspondientes a los érganos fueron también de tipo sigmoidal en todos

los morfotipos florales, como se muestra en la Figura I11. 3. No se muestran estas cinéticas de los

morfotipos florales S3, S4 y S5 porque tuvieron la misma tendencia de distribucién de biomasa

entre 6rganos que el morfotipo floral S1.
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Figura Ill. 3. Cinéticas de distribucion de biomasa entre 6rganos de morfotipos florales S1 y S2
de Caléndula. Los puntos representan promedios (n = 3) y las barras verticales indican + una
desviacion estandar.

La acumulacion de biomasa, tanto la total como la de cada érganos vegetativo (tallo, hoja
y raiz), se ajustaron a modelos logisticos de tipo empirico (Cuadros 1ll. 3, Ill. 4 y 1ll. 5), que
segun Carranza et al. (2008) sirven para describir el fendmeno de crecimiento de un cultivo en
evaluacion. Todos estos modelos tuvieron también buen ajuste estadistico con R? minima de
0.98, por lo que son modelos confiables para simular el crecimiento de los respectivos

morfotipos de caléndula, si éstos crecieran en las mismas condiciones que en el presente estudio.

Ademas muestran que, segun los modelos, los principales parametros causantes de diferencias
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morfotipicas en acumulacién de biomasa son a y b. Los valores de cada parametro del modelo de
prediccion o simulacién de cada 6rgano se muestran en los Cuadros 11. 3, I1l. 4 y 1I1. 5.
Cuadro 111. 3. Valores a, b y ¢ de las ecuaciones logisticas de la forma y = a/(1+be™) para la

prediccion de acumulacion de biomasa en tallo, en cada uno de cinco morfotipos florales de
caléndula.

Morfotipo a (g) b c(ggtd?) R?
S1 1.369E+02 5.858E+04 1.520E-01 0.98
S2 5.223E+01 4.966E+03 1.493E-01 0.99
S3 7.524E+01 2.916E+04 1.590E-01 0.99
S4 9.585E+01 5.001E+03 1.293E-01 0.99
S5 1.051E+02 1.147E+04 1.331E-01 0.99

a = peso maximo o asintético, b = factor de ajuste del modelo, e = logaritmo natural, ¢ =
tasa de crecimiento, x = a nimero de dias después del trasplante, y R*
determinacion o bondad de ajuste.

= coeficiente de

Cuadro I1l. 4. Valores a, b y ¢ de la ecuacion logistica de la forma y = a/(1+be™) para la
prediccion de acumulacion de biomasa en raiz en cinco morfotipos florales de caléndula.

Morfotipo a(g) b c(gg'd) R

Ss1 1.188E+01  8.374E+01  6.910E-02  0.96
S2 1.064E+01  1.485E+05  2.346E-01  0.99
S3 1.776E+01  2.135E+04  1.354E-01  0.97
S4 7.152E+00  5.836E+04  2.338E-01  0.98
S5 1.860E+01  2.321E+06  1.940E-01  0.95

a = peso maximo o asintético, b = factor de ajuste del modelo, e = logaritmo natural, ¢ =
tasa de crecimiento, X = a nlmero de dias después del trasplante, y R?
determinacion o bondad de ajuste.

42

= coeficiente de



Cuadro I1I. 5. Valores a, b y ¢ de la ecuacion logistica de la forma y = a/(1+be™) para la
prediccion de acumulacion de biomasa en hojas en cinco morfotipos florales de caléndula.

Morfotipo a (g) b c(ggtdh) R?

S1 6.634E+01 2.034E+02 9.835E-02 0.97
S2 8.565E+01 2.738E+02  9.345E-02 0.99
S3 6.221E+01 4.386E+02 1.061E-01 0.98
S4 6.305E+01 1.437E+02 8.917E-02 0.97
S5 6.242E+01  2.958E+02 1.061E-01 0.97

a = peso maximo o asintético, b = factor de ajuste del modelo, e = logaritmo natural, ¢ =
tasa de crecimiento, X = a nimero de dias después del trasplante, y R? = coeficiente de
determinacion o bondad de ajuste.

Para modelar el crecimiento de los 6rganos reproductores, que incluyen los estadios
tempranos de los capitulos florales, se utilizd una funcion polindmica de tercer orden para todos

los morfotipos florales, cuyos parametros a, b, ¢ y d se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro Ill. 6. Valores a, b, c y d de la ecuacion polinomial de tercer grado para la prediccién de
acumulacién de biomasa en 6rganos reproductores de cinco morfotipos florales de caléndula.

Morfotipo a b c d R®
S1 3.01E+01  -1.85E+00 3052E-02 -1.78E-04 0.99
S2 1.35E+01 -1.03E+00 2.24E-02 -1.16E-04 0.91
S3 4.11E+00 -5.57E-01 151E-02 -857E-05 0.93
S4 -8.39E+00 2.39E-02 6.93E-03 -4.80E-05 0.99
S5 4.10E+01  -2.16E+00 3.59E-02 -1.70E-04 0.96

Y=a + bx + cx2 + dx3; a= constante; b, ¢, y d = coeficientes de los componentes lineal,
cuadratico, y clbico, respectivamente; x = a nimero de dias después del trasplante, y R? =

coeficiente de determinacion o bondad de ajuste.
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indices de eficiencia del crecimiento vegetativo y reproductivo

Puesto que en los datos predichos por las funciones de simulacién ya se habia eliminado
el error experimental (Aguilar et al., 2006), a partir de ellos se calcularon los indices de
eficiencia del crecimiento como TAC y TRC, tanto para los 6rganos vegetativos como para los
capitulos florales u 6rganos reproductores.

La TAC (expresada en g de materia seca acumulada por dia), para los Organos
vegetativos alcanzé su valor maximo a los 72 ddt para los morfotipos S1, S3, S4 y S5, mientras
que para el morfotipo S2 fue a los 57 ddt (Figura 4). En todos los morfotipos, el comportamiento
de la TAC tuvo un cineética sinoidal simétrica (de tipo campana), excepto en S2, y la TAC

maxima se alcanzé en la fase lineal o al final de la fase de aceleracion.
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Figura Ill. 4. Tasa absoluta de crecimiento (TAC) de 6rganos vegetativos en cinco morfotipos
florales de caléndula.
En los 6rganos reproductores la maxima TAC se presento a los 57 ddt para los morfotipos
S1, S2, S3y S5, y para el morfotipo S4 fue a los 42 ddt. Es de destacar que las TAC de 6rganos
reproductores fueron aproximadamente 10 veces menores que las TAC de drganos vegetativos,

lo cual evidencia que la fuerza de demanda (FD) de 6rganos vegetativos es 10 veces mas que la
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FD de 6rganos reproductores. Esta gran diferencia explica el por qué caléndula asigna a capitulos
apenas 10 % de la biomasa total. Entre los morfotipos destacan S1 y S2 por alcanzar los mayores
valores de FD de érganos reproductores, que coincide con sus mayores rendimientos de capitulos

(Figura 111. 5).
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Figura Ill. 5. Tasa absoluta de crecimiento (TAC) de 6rganos reproductores de morfotipos
florales de caléndula.

La drastica competencia entre drganos vegetativos y reproductores, que favorece
ampliamente a los primeros, se ilustra en la Figura Il11. 6 para el morfotipo floral S1 que tuvo la
mayor acumulacién de biomasa total. Esto es congruente con las cinéticas de distribucion de
biomasa antes mencionadas, en donde se mostro que los 6rganos vegetativos constituyen 90.7 %
de la biomasa total promedio en este morfotipo floral. Ademas, aqui se evidencia que los 6rganos
reproductores y vegetativos estan compitiendo como demandas simultaneas en caléndula, y que
solamente al inicio del desarrollo reproductivo (40 ddt) la competicion es mas equilibrada,
cuando la TAC de los 6rganos vegetativos es el doble de la TAC de los reproductores. En los

demas morfotipos se detectd la misma tendencia (datos no mostrados).
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Figura I1l. 6. Comparacion de la tasa absoluta de crecimiento (TAC) de 6rganos
vegetativos y reproductores del morfotipo floral S1 de caléndula.

La TRC es un indice de eficiencia que expresa el crecimiento en términos de una tasa de
incremento en tamarfio por unidad de tiempo, y representa la eficiencia de la planta para producir
de nuevo tejido, lo que depende de la fotosintesis total y de la respiracion (Carranza, 2009).
Ademas, la TRC se considera como una medida que integra el comportamiento fisiolégico de las
plantas (Radford, 1967), y del balance entre la capacidad potencial de fotosintesis y el costo
respiratorio (Archila et al., 1998). Desde el punto de vista de las relaciones entre los érganos que
producen fotoasimilados y los que los consumen, la TRC representa la actividad de la demanda
(Ho et al., 1989); y desde el punto de vista del desarrollo vegetal, la TRC constituye un indicador
de la actividad del meristemo apical del tallo (Gonzélez et al., 1986; Battey y Lyndon, 1990).

En caléndula se encontré que el morfotipo floral S2 es el que posee la mayor TRC tanto
en 6rganos vegetativos como reproductores (0.13 y 0.11 g g™ d™, respectivamente), y por tanto
es el de mayor actividad meristematica (Figura Ill. 7). En todos los morfotipos la TRC decrece
con la edad de las planta, debido a la disminucion de la capacidad de la planta de formar nuevos
apices meristematicos, que luego se transformaran en tallos y capitulos; ello significa que la

planta va reduciendo su capacidad de crecer con la edad. En todos los morfotipos la TRC o AD
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de los d6rganos vegetativos de la planta decrece continuamente durante el ciclo biolégico de
caléndula, y las diferencias entre morfotipos son mayores al inicio del ciclo (hasta los 50 ddt). En

este indice destacan los morfotipos S2 y S3 por mostrar los mayores valores entre los 27 a los 50

ddt.
o 0.16 -
c 0.14 -
2L
e 012
S 01 ——S1
© %5008 —S2
E 50.06 ——S3
% < 0.04 —e—5S4
= 002
= 0 =-S5
175) T T T
S 27 47 67 87 107

Dias después del trasplante

Figura Il. 7. Tasa relativa de crecimiento (TRC) de 6rganos vegetativos en morfotipos florales
de caléndula.

En los 6rganos reproductores de todos los morfotipos la AD también decrece conforme
avanza el desarrollo (Figura Ill. 8), pero en este caso la mayoria los 6rganos reproductores de
todos los morfotipos tienen una AD inicial similar a la de los 6rganos vegetativos en la misma
edad (42 ddt), excepto el morfotipo S5 cuya AD en dérganos reproductores es 30 % inferior a la
de los demas a los 42 ddt. Esta diferencia entre morfotipos se asocia con el hecho de que S5 es el
de menor rendimiento de capitulos.

Debido a que la TRC es una medida de la proporcion y actividad del tejido
meristematico, se esperaba que los morfotipos con mayor asignacion de biomasa a capitulos
florales fueran los que presentaran los valores mas altos de TRC, lo cual no se cumple del todo
para el morfotipo S1 que muestra valores de TRC superiores al morfotipo S3 pero muy similares

al del morfotipo S2 (Figura Ill. 8), los cuales fueron los morfotipos que asignaron mayor
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cantidad de biomasa al capitulo floral. Esto puede deberse a que el capitulo floral corresponde a
una inflorescencia formada de flores liguladas y tubulares, y a que el capitulo floral del
morfotipo S1 produzca una mayor cantidad de flores que los de los morfotipos S2 y S3, de
manera que por tener un mayor numero de meristemos florales dentro del capitulo tal vez

equivalga a una actividad meristemética similar a la de los morfotipos florales S2 y S3.
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Figura I11. 8. Tasa relativa de crecimiento (TRC) de érganos reproductores de morfotipos
florales de caléndula.

En la comparacion de las cinéticas de TRC de dérganos vegetativos vs. los reproductores
ocurri6 lo contrario que con la TAC (Figura I11. 9), ya que en este caso los 6rganos reproductores
presentaron un valor mayor para la TRC maxima. Esto puede explicarse debido a que la TRC es
un indicador de la proporcion y actividad del tejido meristematico (Gonzalez et al., 1986), y
corrobora la continua competencia que hay entre érganos vegetativos y reproductores en cuanto
a demanda de asimilados para su crecimiento. Al inicio del ciclo esta competencia es equilibrada
entre drganos vegetativos y reproductores pero solamente hasta los 42 ddt, porque después la
competencia es ganada ampliamente por los drganos vegetativos que superan a los 6rganos

reproductores hasta el final del ciclo.
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Las diferencias en AD y en FD a favor de los 6rganos vegetativos, se atribuyen a que
para producir un capitulo la caléndula debe producir primero un brote vegetativo que consta tallo
y hojas. Como la caléndula es una planta compuesta (Muley, 2009), la mayor parte de la
actividad meristemética se concentra en los capitulos florales ya que un solo capitulo floral
forma maés de 100 flores tubulares y liguladas individuales. Esto también evidencia el potencial
de esta especie para producir nuevos brotes cuando se cortan los antes formados (cosechas
sucesivas), que en condiciones ambientales favorables deberia potenciar a la planta para hacer

numerosos cortes en cada ciclo.

o 0.12 -

& 0.1 4

e

'S 0.08 -

L ~

3 % 0.06 - ——TRC

=k Vegetativo
(@] i

g 0.02 - Reproductor

g 0 T T T

< 27 47 67 87 107

Dias después del trasplante
Figura I11. 9. Comparacion de la tasa relativa de crecimiento (TRC) de 6rganos

vegetativos y reproductores.

CONCLUSIONES
Los cinco morfotipos florales presentan cinéticas de crecimiento tipo sigmoidal tanto en
biomasa total como en los 6rganos que los componen, pero difieren en la duracién de sus fases
del crecimiento y en sus correspondientes tasas de crecimiento, sobre todo en las fases de
aceleracion y de desaceleracion, y ello conduce a variacion en la cantidad de biomasa total
acumulada. La fuerza de demanda por fotoasimilados es 10 veces mayor en los dérganos

vegetativos que en los reproductores. Todos los morfotipos florales dirigen mayor proporcién de
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biomasa a los tallos, con excepcién del morfotipo floral S2 que asigna mas biomasa a las hojas.

Una larga fase de desaceleracion acoplada con mayor duracién de crecimiento del area foliar

permitieron al morfotipo floral S1 alcanzar un crecimiento superior al de los demas morfotipos.
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CHAPTER IV. PHOTOSYNTHETIC KINETICS IN RESPONSE TO CO, (A/Ci) IN
FLORAL MORPHOTYPES OF POT MARIGOLD (Calendula officinalis L.)
Luis F. Salomé-Abarca’, Victor A. Gonzalez-Hernandez', Nicacio Cruz-Huerta, R. Marcos
Soto-Hernandez' e Ivan Ramirez-Ramirez*
postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética, Colegio de Postgraduados, Km.
36.5 Carr. México-Texcoco. 56230, Montecillo, Texcoco, México.
ABSTRACT

By increasing the concentration of CO, also increases the net assimilation rate to the level of
saturation, with its own Kinetics for each species. The Knowledge of the kinetics to determine
important parameters of the photosynthetic mechanism, such as the CO, compensation point
(CP), the saturation point for CO2 (Psat), the efficiency of Rubisco (RE) and maximum
photosynthesis (Amax). These parameters also allow us to classify plants according to their
photosynthetic mechanisms, either C3 or C4. Since photosynthetic parameters of pot marigold
(Calendula officinalis L.) are unknown, the aim of the study was to measure and compare six
floral morphotypes of pot marigold through their photosynthetic kinetics and determine their
photosynthetic parameters such as Anax, CP and Psat for CO,, and RE using portable measuring
apparatus photosynthesis. There are differences in photosynthetic parameters between floral
morphotypes. The morphotype with higher efficient use of CO, based on the Psat was
morphotype S1. The morphotype with greater photosynthetic potential based on Amax was the
morphotype S2.

Keywords: Photosynthetic limiting, compensation point (CP), saturation point (Psat).
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CAPITULO IV. CINETICAS FOTOSINTETICAS EN RESPUESTA AL CO; (A/Ci) EN
MORFOTIPOS FLORALES DE CALENDULA (Calendula officinalis L.)
Luis F. Salomé-Abarca’, Victor A. Gonzalez-Hernandez', Nicacio Cruz-Huerta, R. Marcos
Soto-Hernandez' e Ivan Ramirez-Ramirez*
postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética, Colegio de Postgraduados, Km.
36.5 Carr. México-Texcoco. 56230, Montecillo, Texcoco, México.
RESUMEN

Al aumentar la concentracion de CO, también aumenta la tasa de asimilacion neta hasta alcanzar
el nivel de saturacién, con una cinética propia para cada especie. EI conocimiento de dicha
cinética permite determinar parametros importantes del mecanismo fotosintético, como: el punto
de compensacion por CO, (PC), el punto de saturacién por CO, (Psat), la eficiencia de RuBisCO
(ER) y la fotosintesis maxima (Amax). EStos pardmetros también permiten clasificar a las plantas
en funcion de sus mecanismos fotosintéticos, ya sean C3 o C4. Dado que se desconocen los
parametros fotosintéticos de caléndula (Calendula officinalis L.), el objetivo del estudio fue
medir y comparar seis morfotipos de caléndula a través de sus cinéticas fotosintéticas, y
determinar sus parametros fotosintéticos como: Amax, PC y Psat por CO,, y ER con ayuda de un
aparato portatil de medicién de fotosintesis. Existen diferencias en cuanto a parametros
fotosintéticos entre morfotipos florales. EI morfotipo de mayor eficiencia en uso de CO; basado
en el Psat fue el morfotipo S1. EI morfotipo con mayor potencial fotosintético basado en Anax fue
el morfotipo S2.

Palabras clave: Limitante fotosintética, punto de compensacion (PC), punto de saturacion (Psat)
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INTRODUCCION

Las plantas llevan a cabo el intercambio de gases a través de los estomas, cuya
conductancia a gases se controla por cambios en la turgencia de las células oclusivas, cambios
que responden a diversos factores ambientales entre los que destacan luz, humedad y
concentracion de bidxido de carbono (CO,). Las hojas son los 6rganos especializados para
interceptar la luz necesaria para la fotosintesis, la cual es capturada y transformada a energia
quimica en los cloroplastos del mesdfilo, tejido de la hoja que esté cerca de la atmosfera y del
tejido vascular que transporta el agua, azUcar y otros metabolitos (Taiz y Zeiger, 2006).

Una vez dentro de la hoja, el CO, se difunde de los espacios intercelulares a los sitios de
carboxilacion en el cloroplasto. Las técnicas convencionales de intercambio de gases miden los
flujos de agua y CO, dentro y fuera de la hoja. Al considerar los flujos, es conveniente utilizar
conductancias porque éstas varian en proporcion al flujo (Romero, 2012).

Al aumentar la concentracion de CO; en los espacios intercelulares de la hoja (Ci)
también aumenta la tasa de asimilacion neta hasta alcanzar el nivel de saturacién, con una
cinética propia para cada especie. EI conocimiento de dicha cinética permite determinar
parametros importantes del mecanismo fotosintético, como: el punto de compensacion por CO,,
que corresponde al valor de Ci en el que la absorcion y liberacion CO; son iguales y la tasa de
asimilacion neta (A) es cero; el punto de saturacion por CO; (PS), en la que A alcanza su maximo
valor; y la eficiencia de carboxilacion por la enzima RuBisCO, o tasa de captura enzimatica del
CO,. Estos parametros también permiten clasificar a las plantas en funcion de sus mecanismos
fotosintéticos, ya sean C3 0 C4 (Demmig-Adams et al., 2004).

Las cineticas fotosintéticas en funcion de la concentracion de CO, (A/Ci) pueden ademas

proporcionar valores numéricos de otros importantes parametros fotosintéticos, como: tasa
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méxima de carboxilacion (Vcmax) permitida por la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa
(RuBisCO), tasa de transporte fotosintético de electrones (J) basada en el requisito de NADPH,
uso de triosas fosfato (TPU), tasa de respiracion (Rd), y conductancia del meséfilo (gm). El
método requiere al menos cinco pares de valores de asimilacion neta de CO, (A) y Ci, y que los
usuarios indiquen al presunto factor limitante (Sharkey et al., 2007).

En caléndula (Calendula officinalis L.) se desconocen sus pardmetros fotosintéticos, por
lo que el objetivo de este estudio fue medir y comparar las cinéticas fotosintéticas A/Ci en seis
morfotipos de caléndula, y en cada una de ellas determinar sus pardmetros fotosintéticos: tasa de
fotosintesis maxima (Amax), puntos de compensacién (PC) y de saturacion por CO,, y eficiencia
de RuBIisCO, velocidad méaxima de carboxilacion (Vmax), tasa de transporte de electrones (J),
capacidad de uso de triosas fosfatos (TPU), y conductancia del meséfilo (gm).

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal consistié de seis morfotipos florales de caléndula denominados S1 al
S6, derivados por Palma (2009) de una variedad heterogénea que se siembra comercialmente en
los Valles Centrales de México.

Las cinéticas fotosintéticas A/Ci de los seis morfotipos de caléndula, se hicieron mediante
monitoreo de la tasa de fotosintesis (A), CO2 atmosférico (Co) e intercelular (Ci), en cuatro hojas
recientemente maduradas (cuatro repeticiones), provenientes de cuatro plantas diferentes. Tales
mediciones se hicieron con un sistema portéatil de fotosintesis provisto con un analizador de gases
en el espectro infrarrojo LI-6400® (LICOR Inc.; Lincoln, NE, USA), equipado con un
dispositivo que permite dosificar las concentraciones de COz2 recibidas por la hoja dentro de la

camara de asimilacion.
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El sistema se programd para variar las concentraciones de Co desde cero hasta 1600 y
2000 umol mol™, para hacer mediciones en cada una de las siguientes concentraciones de Co:
400, 300, 200, 100, 0, 400, 600, 800, 1200 y 1600 pmol mol™, en este orden. Tales evaluaciones
se efectuaron entre las 10:00 h y las 15:00 h. Cabe mencionar que las mediciones se realizaron
bajo condiciones ambientales dptimas respecto a temperatura, humedad relativa y con luz
natural.

Las cinéticas fotosintéticas A/Ci se graficaron con respecto a los promedios de A en cada
Ci correspondiente a cada Co. Con los graficos finales de las cinéticas ajustados mediante
modelos de regresion (Microsoft Excel, 2010), se estimaron los siguientes parametros
fotosintéticos: Punto de compensacién (PC), que corresponde a la concentracion de Ci en la que
la fotosintesis es igual a la respiracion, de modo que la fotosintesis neta es igual a cero (A = 0);
Punto de saturacion (Psat) que corresponde a la concentracion de Ci en la cual se alcanza la Anax
y A se vuelve asintética; y Eficiencia de Rubisco (ER), que corresponde a la pendiente generada
de la primera recta en la cinética fotosintética, que se calculé con una regresion lineal entre A'y
Ci. Como los valores de estos pardmetros cinéticas se derivaron de datos predichos con los
modelos de mejor ajuste en cada cinética, sus medidas de dispersion.

Con las cinéticas ajustadas o predichas, también se calcularon los parametros
fotosintéticos propuestos por Sharkey et al. (2007): Velocidad maxima de carboxilacion (Vemax),
Tasa de regeneracion de ribulosa bifosfato (J); y Capacidad de uso de triosas fosfatadas (TPU),
con las ecuaciones y el programa de calculo desarrollados por estos mismos autores disponibles

en internet (http://www.blackwellpublishing.com/plantsci/pcecalculation/).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los seis morfotipos presentaron el mismo tipo de cinética A/Ci en la que el valor de Anmax
se vuelve asintotico aunque siga aumentando Ci, con excepcién del morfotipo S1 que mostré una
caida o inhibicion fotosintética después del punto de saturacion (Psat) al final de la cinética.
Tambien se observaron pequefias diferencias entre morfotipos en cuanto a la concentracion de Ci
en los puntos de compensacion y de saturacion por este gas. La comparacion visual de estas
cinéticas ofrece una vista rapida de la diferencias entre morfotipos florales en cuanto a su
potencial fotosintético basado en el Anax, Ya que este pardmetro representa la maxima A que
puede producir una planta, y corresponde a la tasa méxima alcanzada en la cinética A/Ci. A
simple vista se pueden apreciar tres grupos de cinéticas, con base en estos valores; el primero
formado por el morfotipo S1 con el potencial fotosintético mas bajo, después el segundo grupo
conformado por los morfotipos S3, S4, S5 y S6 con valores medios de Amax, y finalmente el
tercero conformado por el morfotipo floral S2 con el mayor potencial fotosintético (Figura 1V.

1).
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Figura IV. 1. Cinéticas fotosinteticas A/Ci en seis morfotipos florales de caléndula (S1 a S6). Las

lineas verticales en cada punto corresponden a la desviacion estandar (n = 4).

Como se menciond anteriormente, que si bien sus cinéticas fueron similares en forma, los

morfotipos florales contrastaron en sus parametros fotosintéticos (Cuadro IV. 1), lo que

evidencia diversidad genética en estas caracteristicas. Por ejemplo, en la capacidad para capturar
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el CO, en bajas concentraciones, medida con el punto de compensacién (PC) que se define como
la concentracion de CO; en la que la fotosintesis es igual a la respiracion (i.e., A = 0), el
morfotipo S1 destacd por tener el valor mas bajo (2.4 Pa = 31 ppm) en comparacion con S2 que
tuvo el mayor (3.3 Pa = 42 ppm), parametros que sefialan al morfotipo S1 como el més eficiente
en el aprovechamiento de CO,. Para el caso del punto de saturacion por CO, (Psat), definido
como la concentracion de CO; a la cual A adquiere su méximo valor y se mantiene constante, los
valores variaron entre 30 (383 ppm) y 75 Pa (958 ppm), donde el morfotipo S4 es el que
presentd el valor mayor y por tanto resulté el morfotipo que posee la mayor capacidad de utilizar
una mayor cantidad de CO,, aunque no alcanzé el méximo valor de Anax alcanzado por el
morfotipo floral S2 con 50.1 pmol CO, m?s™,

Cuadro IV. 1. Puntos de compensacién (PC) y saturacion (Psat) por CO,, tasa maxima
de fotosintesis (Amax) Y €ficiencia de rubisco (ER) en seis morfotipos florales de caléndula.

Morfotipo PC Psat Amax ER

floral  por CO, (Pa) por CO,(Pa)  (umol CO, m?s™) (umol m?s™)

S1 2.4 30 26.9 1.9
S2 3.3 62 50.1 2.0
S3 3.2 65 45.0 2.4
S4 2.9 75 40.4 2.0
S5 2.6 35 37.8 3.5
S6 2.8 65 43.0 2.2

En la capacidad para capturar CO; en altas concentraciones (Psat) y en la tasa maxima de
fotosintesis (Amax), €l morfotipo S1 presento los valores mas bajos con 30 Pa (383 ppm) y 26.9

umol CO, m s respectivamente (Cuadro 1), mientras que el mayor Psat lo obtuvo S4 (75 Pa =
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958 ppm), y la mayor Anay fue para S2 (50.1 pmol CO, m? s™). La variacion en ER también fue
amplia, con un maximo de 3.5 unidades para S5 y un minimo de 1.9 para S1. Esta diversidad
genética ofrece la posibilidad de identificar genes fotosintéticos sobresalientes.

Puesto que la concentracion ambiental promedio de CO, es de 400 ppm (5122 Pa), los
resultados indican que cuatro de los seis genotipos de caléndula (S2, S3, S4 y S6) poseen la
capacidad de reducir los gases con efecto invernadero en la atmdsfera, sobre todo el morfotipo
S4 cuyo Psat fue de 75 Pa (985 ppm). Solamente los morfotipos S1 y S5 no tuvieron tal
capacidad, pues sus Psat fueron iguales o menores de 35 Pa (440 ppm).

Los morfotipos del S2 al S6 mostraron altos valores de Amax con respecto del valor
presentado por el morfotipo S1, los cuales estuvieron entre 37.8 y 50.1 umol CO, m? s™; estos
valores altos de Amax Se encuentran soportados por sus altos valores de Vcmax Y J. En especies
invasivas de Rubus se encontraron valores de Anax de 14.9 pmol CO, m? s (Mcdowell, 2002),
que comparados con el encontrado para el morfotipo S1 el cual fue de 26.9 pmol CO, m? s, se
observa que S1 casi duplica al potencial fotosintético de estas especies de Rubus, lo cual denota
el alto potencial fotosintético de caléndula.

En los pardmetros fotosintéticos calculados con el método de Sharkey et al. (2007)
también se advierte amplia variabilidad entre morfotipos, atribuible a diversidad genética en
enzimas de este importante proceso primario. Algunos morfotipos destacan por su alta velocidad
de carboxilacion (VCmax), cOMo S6 (240.3+13.3 umol m™ s%); otros destacaron por sus altas tasas
de regeneracion de ribulosas fosfatadas (J) como los morfotipos S2 y S6, y de uso de triosas
fosfatadas (TPU), como S2; y el morfotipo S3 destaco por la reducida conductancia del mesofilo
a la difusion del CO, (Cuadro 2). Es decir, al igual que con los primeros pardmetros, en éstos se

confirma que no hubo un genotipo que fuera sobresaliente en todos los parametros. Por otro lado,
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estos parametros permiten identificar cual o cuales son las limitantes del proceso fotosintético en
cada morfotipo, o incluso si los morfotipos florales comparten las mismas limitantes
fotosintéticas.

Para el morfotipo floral S1 las limitantes fotosintéticas fueron todos sus parametros
(Cuadro IV. 2), ya que este morfotipo floral mostré la Vcnax Mas baja, es decir, la menor
capacidad de carboxilacion de CO,; y también el valor mas bajo de TPU, lo que indica que bajo
las condiciones ambientales de la presente evaluacion la regeneracion de RUBP y la misma
fotosintesis no responden de forma positiva al aumento de la concentracion interna de CO,
(Sharkey et al., 2007). La limitante por TPU implica un reducido uso de triosas fosfatadas el que
tampoco mejor6 con el aumento de la concentracion de CO,; asi como una de las més altas
resistencias a la difusion del CO, en el mesofilo (gm), lo que en conjutno se reflejé en la menor
Amax entre todos los morfotipos, como se ilustra Figura 1. De acuerdo con Sharkey y Vassey
(1989), la sensibilidad al CO, también puede deberse a que durante limitacion por TPU, los altos
niveles de &cido fosfoglicérico (PGA) pueden suprimir la sintesis de almidon mediante la
inhibicion de fosfoglucoisomerasa.

En los morfotipos S2 y S4 la principal limitante fotosintética fue la Vcmax (Cuadro IV.
2), cuyos valores fueron intermedios. Es de destacar que en los morfotipos del S3 al S6 sus
valores de Vcmax Y de J son cercanos y en algunos casos iguales, lo cual significa que la
regeneracion de ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP) y la capacidad de carboxilacion de la enzima
RuBisCO (Figura IV. 2) tienden a estar en equilibrio. Por otra parte, a pesar de las diferencias en
los valores absolutos de estos parametros fotosintéticos, la proporcion de triosas fosfatos
exportadas fuera del cloroplasto (TPU) en comparacion con las destinadas a la regeneracion de

RuBP, fueron una constante (7 %) en todos los morfotipos.
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En el morfotipo S2 el valor de Vcmax resulté muy inferior al de J que fue el mas alto entre
todos los morfotipos florales (279.5+14.4 pmol m™ s™), lo cual harfa suponer que S2 posee
enzimas de mayor eficiencia para la regeneracion de RuBP y alta capacidad del uso de las triosas
fosfatos producidas durante este proceso, y por tanto entre los morfotipos seria el mas eficiente
en cuanto a su complejo enzimatico y al aprovechamiento del CO; fijado. Es de suponer que si
estas reacciones fotosintéticas son reguladas por enzimas y sus respectivos genes, entonces
mediante mejoramiento genético se podria obtener una variedad fotosintéticamente superior.

Cuadro IV. 2. Parametros fotosintéticos de Sharkey et al. (2007) de seis morfotipos florales de
caléndula.

VCmax J TPU gm*
25°C  (umol m?s?) (umol m?s™) (umol m?s®)  (umol m?s? pPa?)

S1 127 £125 123.3+4.6 76x0.6 246 +0

S2 172.8 £7.5 2795+144 199+0.9 126+£7.3
S3 2045 £10.7 237 +£14.3 17411 5215
S4 1558+ 125 211 +28.8 155+2.1 246 £7.3
S5 2158 £30.9 218+6.9 148+0.8 24.9+9.3
S6 240.3 £13.3 248.3 £ 15.6 16.3+2.3 199+8.3

+ Desviacion estandar (n = 4).
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Figura V. 2. Esquema de las principales reacciones bioquimicas de la fotosintesis, donde se
ilustran las fases que segun Sharkey et al. (2007) limitan al proceso: carboxilacion (Vcmax),
regeneracion de RuBP (J) y exportacion de triosas fosfatadas (TPU).

Los valores extremos de VCmax fluctuaron entre 127 + 12.5 y 240.25 + 13.3 pmol m? s,
dados por los morfotipos S1 y S6 respectivamente, y el promedio de los morfotipos fue de 186
umol m™? s (Cuadro V. 2). El valor obtenido de Vcmax por el morfotipo S6 se encuentra por
encima del maximo valor obtenido en Beta vulgaris que fue de 194 pmol m? s (Rao y Terry,
1989), especie que resultdé la de mayor Vcmax en el estudio comparativo realizado por
Waullschleger (1993). El promedio de Vcmax en caléndula (186 pmol m? s) es mas del doble del
promedio en plantas C3 herbaceas anuales, que es de 75 umol m s segin Wullschleger (1993).

Para el parametro J el valor maximo fue presentado por el morfotipo S2 (279.14 + 14.4
umol m™ s™) y el minimo por el morfotipo S1 (123.3 + 4.6 pmol m?s?), y el promedio de los
morfotipos fue de 219.21 pmol m™ s (Cuadro IV. 2). El valor de J més bajo reportado para
Picea abies es de 17 umol m™s™ (Benner et al., 1988) y el mas alto de 372 pmol m™ s* para la
planta anual desértica Malvastrum rotundifolium (Forseth y Ehleringer, 1983). El valor promedio
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de J para caléndula fue de 219.51 umol m™ s™ se encuentra por encima del valor promedio para
plantas herbéceas anuales, el cual es de 154 pmol m?s™,

La caléndula es una planta de la familia Asteraceae, al igual que el girasol (Helianthus
annuus) que presenta un valor de Vcnax de 29 + 1 y un valor de 133 +14 pmol m™ s para J
(Siebke et al., 1990). Estos valores de girasol se encuentran por debajo por lo presentados por
caléndula, cuyo morfotipo floral S6 puede presentar valores de hasta 240 + 13.3 para VCnax Y
valores de J hasta de 279.5 + 14.4 en el morfotipo S2.

En cuanto al valor de TPU el maximo fue de 19.9 + 0.9 pmol m? s presentado por el
morfotipo S2, y el valor minimo para este parametro fue de 7.6 + 0.6 umol m? s (Cuadro IV.
2). El valor maximo de TPU en el morfotipo floral S2 es similar al presentado por Xanthium
strumarium que es de 20.1 + 0.76 pmol m™? s (Sharkey et al., 1985), y el valor minimo de este
parametro en caléndula fue incluso mayor que el valor de Populus temuloides que es de 4.7 pmol
m?2 s (Sharkey et al., 1991); estas dos especies también resultaron ser las especies con mayor y
menor valor para este parametro en el estudio comparativo realizado por Wullschleger (1993).

CONCLUSIONES

Existen diferencias entre los seis morfotipos florales de caléndula en cuanto a parametros
fotosintéticos. EI morfotipo de mayor eficiencia en uso de CO, basado en el punto de saturacion
es el morfotipo S1, pero el morfotipo con mayor potencial fotosintético basado en la tasa méaxima
de fotosintesis (Amax) €S el S2, lo cual sugiere que cuenta con un conjunto enzimatico mas
eficiente. La maxima velocidad de carboxilacion (Vcmax) €s la principal limitante fotosintética
para los seis morfotipos (S1, S2, S3, S4, S5y S6), y en el morfotipo S1 también son limitantes

la regeneracion de RUBP y la exportacion de triosas fostatadas.
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CHAPTER V. FLORAL YIELD IN FIVE MORPHOTYPES OF POT MARIGOLD
(Calendula officinalis L.)
Luis F. Salomé-Abarca’, Victor A. Gonzalez-Hernandez', Nicacio Cruz-Huerta, R. Marcos
Soto-Hernandez*, y Mariana Palma-Tenango*
postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética, Colegio de Postgraduados, Km.
36.5 Carr. México-Texcoco. 56230, Montecillo, Texcoco, Estado de México.
ABSTRACT

Pot marigold (Calendula officinalis L.) is native herbaceous specie from Egypt, and is
considered that was introduced to Europe in the twelfth century. When 30 % of the plantation is
in bloom, the flower harvest starts. The yield of fresh flowers is about from 12 to 15 t ha, the
dry flower yield is 3 to 5 t ha™, and the dried florets from 750 to 1000 kg ha™. In Chillan, Chile,
17 cuts were made it. In Mexico, there is no data of yield performance between morphotypes and
through cuts, therefore, the aim of this study was to determine the floral morphotype with higher
efficiency in terms of floral performance through cuts and establish the greater cutting
performance. There are differences regarding the floral yield per floral morphotype, floral cut
date and age of seedling transplantation. The floral morphotypes which have higher yielding are

S1 and S4, and the cutoff date is the highest floral yield is the cut number six.

Keywords: Transplant age, Cut, morphotype
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CAPITULO V. RENDIMIENTO FLORAL DE MORFOTIPOS FLORALES DE
CALENDULA (Calendula officinalis)
Luis F. Salomé-Abarca’, Victor A. Gonzalez-Hernandez', Nicacio Cruz-Huerta, R. Marcos
Soto-Hernandez', y Palma-Tenango, M*
postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética, Colegio de Postgraduados, Km.
36.5 Carr. México-Texcoco. 56230, Montecillo, Texcoco, México.
RESUMEN

La caléndula (Calendula officinalis) es una especie herbécea originaria de Egipto, que se
considera fue introducida a Europa en el siglo XII. Cuando el 30 % de la plantacion se encuentra
en floracién, se inicia la cosecha de capitulos. El rendimiento en capitulos frescos es de 12 a 15t
ha, el de capitulos secos de 3 a5t ha™ y el de ligulas secas de 750 a 1000 kg ha™. En Chillén,
Chile, se efectuaron 17 cortes. En México, no se cuenta con datos de rendimiento por corte y por
morfotipos, por tanto, se establecieron como objetivos, determinar el morfotipo floral de mayor
eficiencia en cuanto a rendimiento floral a través de cortes y establecer el corte de mayor
rendimiento. Existen diferencias respecto al rendimiento de capitulos por morfotipo floral, fecha
de corte floral y edad de la plantula al trasplante. Los morfotipos florales de mayor rendimiento
son los morfotipos S4 y S1y la fecha de corte con mayor rendimiento es la nimero seis.
Palabras claves: Edad al trasplante, corte, morfotipo.

INTRODUCCION

Las plantas aromaticas y medicinales incluyen una lista amplia y diversa de especies, que
se emplean en medicina, alimentacion, perfumeria, cosmetica, decoracion, ambientacion,
proteccion de vegetales, agricultura y apicultura (Palos et al., 2002). La mayoria de estas

especies no tienen un uso unico.
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La caléndula (Calendula officinalis) es una especie herbacea originaria de Egipto, que se
considera fue introducida a Europa en el siglo XII, desde donde se extendio al resto del mundo
(Moore et al., 2006). El fruto es un aquenio, monospérmico, curvo, que simula la letra C o media
luna, tiene dos caras, una dorsal o convexa y otra ventral o concava, el cual se emplea como
semilla agronémica (Victoria et al., 2007). Generalmente en los almécigos se surca el area con
una separacion de 10 cm entre filas y a 20 mm de profundidad, y se necesitan aproximadamente
12 kg de semilla (aquenios) para obtener plantulas suficientes para una hectarea. Cuando las
plantulas alcanzan una altura cercana a 10 cm se trasplantan al campo, 35 a 45 d después de la
siembra (Acosta et al., 2001).

En México la caléndula se cultiva como planta de ornato, en regiones con clima semi-
seco y templado. Cuando 30 % de la plantacion se encuentra en floracién es cuando se inician las
cosechas o cortes de capitulos. En cuanto los capitulos abren por completo, en tiempo soleado y
después de eliminar el rocio, se cortan y se deja un tallo corto de 2 a 3 cm de largo; esto ocurre
aproximadamente cada 5 a 7 d. Durante la etapa productiva se realizan de 10 a 12 cortes, que son
mas frecuentes al principio. Hacia el final del periodo de corte las flores son de menor diametro
(Acosta et al., 2001).

El rendimiento en capitulos frescos es de 12 a 15 t ha, el de capitulos secos de 3a 5t ha’
!y el de ligulas secas de 750 a 1000 kg ha™ (Mufioz, 1996). En Chillan, Chile, se efectuaron 17
cortes durante 142 d para obtener un rendimiento de 3685 kg ha™ de capitulos secos (Berti et al.,
2003). En Cuba se hicieron de 10 a 12 cortes de capitulos frescos con rendimiento de 1.3 a 2.0 t
ha™ (200 a 300 kg ha™* de capitulos secos). La relacién peso fresco:peso seco es de 6.5:1 (Acosta

etal., 2001).
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En la zona de los Valles Centrales de México, Palma (2012) observé amplia diversidad
fenotipica en una variedad comdn de caléndula, y eligid6 varios morfotipos florales de esa
poblacion heterogénea, a los cuales denomind S1 al Sn. Cada morfotipo varia en el nimero de
flores liguladas por capitulo floral y en el color de ligulas y flores tubulares. En México no se
dispone de datos de rendimiento por corte y por morfotipos, que permitan hacer curvas de
rendimiento por corte y de rendimiento acumulado para determinar el momento en que el
rendimiento floral del cultivo ya no aumenta en magnitud significativa (que se espera sea
cercano al corte de mayor rendimiento) y por tanto no es rentable seguir realizando cortes
florales después de esa fecha.

Es comun que el rendimiento de la planta varie entre ambientes, y que exista al menos un
corte con rendimiento superior. El objetivo del presente estudio fue determinar el morfotipo
floral de mayor rendimiento floral e identificar el corte de mayor rendimiento.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion del experimento

El experimento de campo se establecio en el campo experimental del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, ubicado en el municipio de Texcoco, Estado de México (19°
19’ N, 98° 53° O, altitud de 2250 m). El material vegetal consistio de cinco morfotipos de
caléndula denominadas S1 al S5, elegidos por Palma (2009) y reportados por Palma et al.
(2012), que provenian de una variedad heterogenea que se siembra en los Valles Centrales de

Meéxico.

Formacion de almacigo

71



Los cinco morfotipos florales se sembraron en dos fechas de siembra (29 de febrero y 29
de abril de 2012) en invernadero. Como sustrato se utilizé una mezcla de tierra de monte con
turba (“peat moss™) en proporcion 1:1, el cual se colocéd en charolas de 200 cavidades; el sustrato
se humedecid y se colocd una semilla por cavidad. El trasplante se efectud el 29 de mayo de
2012, cuando las plantulas tenian 90 y 30 d de edad, respectivamente.

Manejo del experimento

El trasplante en campo se llevo a cabo en surcos de 95 cm de ancho y 60 cm de distancia
entre plantas (22,600 plantas ha™). La unidad experimental de cada repeticién consté de tres
surcos de 5 m, que se distribuyeron conforme a un disefio experimental completamente al azar
con cuatro repeticiones. Una vez que el 30 % de las plantas iniciaron la floracién, se realizé el
primer corte de los capitulos y posteriormente cada semana. En total se hicieron ocho cortes para
las plantulas de 90 d de edad al trasplante (ddeat) y diez cortes para las plantulas de 30 ddeat.
Los capitulos florales se cortaron de forma manual bajo del involucro, después se secaron en una
estufa con recirculacion de aire a 40 °C por 48 h, se pesaron con una balanza Ohaus® modelo
Explorer (USA) vy el total de peso seco de capitulos florales por planta correspondié al
rendimiento floral (g/planta), y finalmente se extrapoldé a kilogramos de materia seca por
hectarea (kg MS ha™).

Por otro lado se seleccionaron plantas del mismo lote de los morfotipos florales S2, S4 y
S5 provenientes de plantulas de 30 y 90 ddeat, a las cuales no se les realizaron cortes florales. En
estas plantas se determind el rendimiento floral total en la fecha del muestreo del quinto corte
floral de las plantulas de la misma edad pero sujetas a cortes florales periddicos, para evaluar el

efecto de los cortes sucesivos en el rendimiento floral de esos tres morfotipos.
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También se determind el area foliar maxima alcanzada por cada morfotipo mediante un
integrador de &rea foliar electronico LI1-3100 (LICOR, Inc. Lincoln, NE, USA), para después
asociar el &rea foliar con el rendimiento sélo en plantas de 90 d.

Anélisis estadistico

El analisis estadistico se hizo en dos fases. En la primera fase se analizé el rendimiento
floral por morfotipo y fechas de corte para cada edad de plantula, como experimentos
independientes en un disefio de tratamientos factorial (morfotipo x fecha de corte). En esta fase
el anélisis de varianza se realizé con el programa SAS V 8.1, y para la comparacion de medias se
utilizé la prueba de Tukey (o = 0.05). En la segunda fase se usaron pruebas de “t” de Student
para muestras con varianzas iguales (a = 0.05), para comparar s6lo los rendimiento totales por
morfotipo y por edad de plantula.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del analisis de varianza para comparar los promedios de rendimiento entre
morfotipos y fechas de corte para plantulas con 30 y 90 ddeat, indicaron que hubo efecto
significativo de efectos principales (morfotipo floral y fecha de corte) y de la interaccion
morfotipo floral x fecha de corte (p < 0.01). Los morfotipos de mayor rendimiento floral fueron
S1 (para las plantulas de 90 ddeat) y S1 y S4 (para las de 30 ddeat) (Cuadros 1y 2). Las
diferencias entre morfotipos se asocian con otras caracteristicas; por ejemplo, el area foliar del
morfotipo con mayor rendimiento floral (S1) tuvo también la mayor area foliar y por tanto el
mayor tamafio de fuente de fotoasimilados; en contraste, el morfotipo S5 presentd el menor
rendimiento floral y la menor area foliar. Sin embargo, en los morfotipos S2, S3 y S4 no se

cumple esta relacion, por lo que seria necesario estudiar la cinética del crecimiento de cada
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morfotipo para determinar la distribucién de biomasa entre 6rganos, ya que la biomasa producida
no necesariamente es enviada al capitulo floral que es el 6rgano de interés.

En las plantas provenientes de plantulas con 30 ddeat hubo dos cortes més que en las de
90 d, con un total de diez cortes. El corte de mayor rendimiento fue el nimero seis para ambas
edades (Cuadros V. 1 y V. 2), y aunque en algunos casos fue estadisticamente igual a otros
cortes, el Corte 6 presentd siempre una media superior. En ambos casos (plantas de 30 y 90
ddeat) fueron los cortes intermedios los que tuvieron mayor rendimiento, en contraste con los
dos iniciales y dos finales. La continua produccion de nuevos capitulos después de un corte,
como también sefialaron Berti et al. (2003), se atribuye a que al igual que en la mayoria de las
plantas superiores en caléndula ocurre el fenémeno llamado dominancia apical en el cual la yema
apical inhibe el crecimiento de yemas laterales (axilar), de modo que la eliminacion del o de los
brotes apicales (decapitacion), que en este caso corresponden a los cortes florales, por lo general
resulta en el crecimiento de una 0 mas de las yemas laterales (Taiz y Zeiger, 2002). Para el caso
de caléndula ello representa la produccion de mayor numero de tallos secundarios y por tanto de
capitulos florales después de cada corte floral, que ademéas ocasiona diferencias en rendimiento

entre los cortes.
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Cuadro V. 1. Rendimiento floral (kg MS ha™) de seis morfotipos, a través de cortes florales, y la
interaccion morfotipo x corte, en plantas de 90 d de edad al trasplante (n = 4).

Morfotipos florales

NUm. de S1 S2 S3 S4 S5 X por corte
corte (kgMSha') (kgMSha') (kgMSha™) (kgMSha') (kgMSha') (kg MS ha?)
1 7371n..p  7399n..p 8232j..p  96.04j..p 4394 p 74.00 F
2 100.61i...p 7745m..p  89.92j..p  101.15j...p 64.35 op 86.70 EF
3 12752h...0  8091L.p  97.52i..p  10626i..p  84.76j...p 99.39 E
4 26439a..c 217.84b...f 23253b...e 173.16e..h  185.64d...h 214.71B
5 23536b...e 236.10b...e 23723b..e 179.85d..h  183.99d...h 21451 B
6 309.19a  256.96a..c  282.20ab 318.88a 209.11¢c...g 275.27 A
7 240.46b...d 12633 h...0 140.50h..m 163.24f.i 13347h...n 160.80 C
8 14430 ¢g...1 14232h..k 10524i..p 147.76g..j 81.4779k..p  124.22D
X por 186.94 A 151.49 B 158.43 B 160.79 B 123.34C
morfotipo

Medias con letras mayusculas distintas en una hilera o columna son estadisticamente diferentes
dentro de esas mismas hileras y columnas, y Medias con letras minUsculas distintas en una hilera
0 columna son estadisticamente diferentes dentro de esas mismas hileras y columnas (Tukey,

p=<0.05).

Cuadro V. 2. Rendimientos floral (kg ms ha™) de seis morfotipos, a través de cortes florales y la
interaccion morfotipo x corte en plantas con 30 d de edad al trasplante (n=4).

Morfotipos florales

No. de Corte S1 S2 S3 S4 S5 X por corte
(kgMSha') (kgMSha') (kgMSha') (kgMSha') (kgMSha') (kgMS ha')

1 60.21p 67.64 op 54.48 p 50.40 p 50p 56.5526 G
2 82.95n...p 72.60 op 60.27 p 75.01 op 61.85p 70.5405 FG

3 105.69 m...p 77.56 op 66.05 p 99.67 m...p 73.710p 84.5397 F

4 200.55d...] 198.05e...j 165.79¢g...1 176.73f..k  202.02d...i 188.63 C

5 229.89c...f 224.67c...g 22439 c...g 257.13 b...e 210.87d...g 229.39 B

6 259.23b...d  251.29b...e 282.99a...c 337.54a 219.71d...g 270.15 A

7 220.85d...g  225.55c...g 213.08d...g 290.87 ab 187.73 f.. ] 227.62 B

8 229.52¢c...f 211.04d...g 216.82d...g 208.66d...h  150.26 h...m 203.26 C

9 181.61f...k  184.05f...k 14929h..m 185.58f...k  107.391...p 161.58 D

10 147.191...m 141.01j...n  126.67k...0 126.16k...0 91.51 ..p 126.51E

X por 171.77 AB 165.35 BC 15598 C 180.78 A 13551 D
morfotipo

Medias con letras mayusculas distintas en

la hilera o columna de promedios, son

estadisticamente diferentes entre si, y medias con letras minusculas distintas en las demas hileras
o0 columnas son estadisticamente diferentes entre si (Tukey, p<0.05).
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En cuanto a rendimiento total las plantas de 30 ddeat siempre fueron mejor que las
plantas de 90 ddeat (Figura 1) debido a que las primeras florecieron mas rapidamente,
posiblemente porque la caléndula, aunque es una planta de dia largo, tiene un requerimiento de
fotoperiodo critico entre 6.5 y 8 h de luz (Zimmer, 1989), condiciones que fueron alcanzadas
hasta que fueron trasplantadas al campo y asi lograr la induccion floral. Por ello las plantas méas
jévenes de 30 ddeat entraron en floracion casi simultaneamente con las plantas con 90 ddeat,
ademas de que el ciclo de vida de estas ultimas se vio reducido en campo y senescieron antes que
las plantas de 30 ddeat, y por tanto rindieron un menor nimero de cortes y tuvieron un menor
rendimiento total.

En la comparacion de rendimientos florales totales, en todos los casos fueron las plantulas
con 30 d de edad al trasplante las que mostraron mayor rendimiento al de las plantulas con 90 d
de edad (Figura 1). Respecto a la magnitud de los rendimientos obtenidos, Ganjali (2010) sefialo
que la densidad de siembra déptima debe de ser de 10 plantas por 50 cm para el mas alto
rendimiento de capitulos y asi favorecer la formacion de nuevas ramas, asi como para lograr
mayores didmetros de los tallos principal y secundarios, y mayor peso individual de capitulo. En
nuestro estudio la densidad fue de 9 plantas por cada 60 cm, lo favorecio el crecimiento y
desarrollo de plantas individuales al proporcionarles mayor espacio de crecimiento y evitar el

sombreado entre ellas mismas.
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Figura V. 1. Comparacién de rendimiento floral acumulado entre morfotipos florales de 30 y 90
d de edad al trasplante. * ** Indican diferencias significativas con o < 0.05 y . <0.01,
respectivamente.

En la quinta fecha de corte se comparé el rendimiento de plantas de los morfotipos S2, S4
y S5 a las cuales no se les realizé corte alguno, con sus contrapartes que habian sido sometidas a
cortes periddicos sucesivos. La aplicaciéon de cortes increment6 el rendimiento de peso seco de
capitulos en 37, 3y 38 % (S2, S4 y S5 respectivamente) en comparacion con el rendimiento
obtenido en las plantas con 90 ddeat en el mismo momento, y en 34, 32y 46 % (S2, S4 y S5,
respectivamente) en comparacion con los rendimientos de plantas de 30 ddeat. Estos aumentos
por efectos de cortes sucesivos, se deben a que al cosechar las flores y los frutos se retrasa la
senescencia y la planta sigue creciendo y produciendo nuevos brotes, de manera que hay una
menor pérdida hojas asi como de proteina y clorofila foliar (Mohr y Schopfer, 1995), ya que las
hojas son la fuente de fotoasimilados para la formacion de nuevas ramas, hojas y capitulos
florales.

Durante este experimento se observd variabilidad morfolégica adicional a la antes

identificada entre los capitulos florales de caléndula, atribuible a la polinizacion cruzada entre
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plantas, pues se encontraron al menos 21 morfotipos contrastantes en nimero y color de ligulas y

flores tubulares (Figura 2).

Figura V. 2. Morfotipos detectados en seis materiales de caléndula (Calendula officinalis).

CONCLUSIONES

Existen diferencias respecto al rendimiento de capitulos por morfotipo floral, fecha de
corte floral y edad de la plantula al trasplante. Los morfotipos florales de mayor rendimiento
promedio por corte son los morfotipos S4 y S1, y la fecha de corte con mayor rendimiento en
promedio de morfotipos es la sexta, que en general fue un corte intermedio. El trasplantar
plantulas mas jovenes aumenta el rendimiento de capitulo en todas los morfotipos florales, pues
los cortes estimulan la formacién de nuevos tallos florales. Debido a la segregacion detectada en
tipos y colores de capitulo, es muy recomendable llevar a cabo trabajos de mejoramiento
genético para obtener variedades homogéneas en tipo de capitulo y con los mejores

rendimientos, ademas de la obtencion de nuevas variedades con uso ornamental.
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CHAPTER VI. CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL BY DIFFERENT
EXTRACTION METHODS IN Calendula officinalis L.
Luis F. Salomé-Abarca’, R. Marcos Soto-Hernandez1, Victor A. Gonzalez-Hernandez', y
Nicacio Cruz-Huerta
postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética, Colegio de Postgraduados, Km.
36.5 Carr. México-Texcoco. 56230, Montecillo, Texcoco, México.
ABSTRACT

Hydrodistillation, organic solvent extraction and enfleurage are common techniques for
extracting essential oils from plant samples. One factor that influences the performance of
essential oil extraction is the method used. The aim of the study was to choose the best method
for essential oil extraction from pot marigold flowers, based on oil yield, processing time, and
number of extracted compounds, for research purposes focused on genotypic characterization.
Yields of essential oils obtained by hydrodistillation, organic solvent extraction and enfleurage
were 0.9 +£0.1,6.7 0.2 and 7.1 £ 0.15 g of oil per 100 g of dry floral material, respectively. The
method that provided the highest-quality oil (without pigments) was the hydrodistillation, which
also contained the highest amount of compounds, but required a long time for processing many
samples. Organic solvent extraction and enfleurage are faster for processing, but their extracted
oils contain pigments. The most suitable technique for processing many samples in a short period
of time was enfleurage because it provided an oil yield seven-fold higher than hydrodistillation
and oil with less pigments than organic solvent extraction did. In addition, oil obtained by
enfleurage contained the two main compounds in pot marigold flowers, a-Cadinene and o-
Cadinene.

Keywords: Yield, extraction method, essential oil.
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CAPITULO VI. COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE
CALENDULA (Calendula officinalis) EXTRAIDO POR TRES DIFERENTES METODOS
Luis F. Salomé-Abarca’, R. Marcos Soto-Hernandez1, Victor A. Gonzalez-Hernandez', y
Nicacio Cruz-Huerta
postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética, Colegio de Postgraduados, Km.

36.5 Carr. México-Texcoco. 56230, Montecillo, Texcoco, México.
RESUMEN

La hidrodestilacién, extraccién con disolvente organico y enfleurage son técnicas
comunes para la extracciéon de aceites esenciales a partir de muestras vegetales. Un factor que
influye en el rendimiento de la extraccion de aceite esencial es el método utilizado. El objetivo
de este estudio fue el de comparar tres métodos para la extraccion de aceite esencial de capitulos
de caléndula, con base en el rendimiento de aceite, el tiempo de procesamiento , y el nimero de
compuestos extraidos, con fines de investigacion centrados en caracterizacion genotipica de este
tipo de materiales. Los rendimientos de los aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion,
extraccion con disolvente organico y enfleurage fueron 0.9 £ 0.1, 6.7 £ 0.2 y 7.1 £ 0.15 g de
aceite por 100 g de material floral seco, respectivamente. EI método que proporciona el aceite de
mas alta calidad (sin pigmentos) fue la hidrodestilacion, que también contuvo la mayor cantidad
de compuestos, aunque requiere mucho tiempo para procesar muchas muestras de forma
simultanea. La extraccion con disolventes orgéanicos y enfleurage son mas rapidos para su
procesamiento, pero los aceites extraidos a través de ellos contienen pigmentos. La técnica mas
conveniente para procesar muchas muestras en un corto periodo de tiempo fue el enfleurage
porque proporciond un rendimiento de aceite siete veces mayor que la hidrodestilacion y un

aceite con menos pigmentos que la extraccion con disolvente organico. Ademas, el aceite
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obtenido por enfleurage contenia los dos compuestos principales en flores de caléndula, o-

cadineno y &-cadineno .

Palabras Clave: Rendimiento, técnica de extraccion, floracion, aceite esencial.
INTRODUCCION

Los capitulos florales y las flores liguladas de caléndula (Calendula officinalis L.) son
ampliamente utilizadas por sus propiedades antiinflamatorias, espasmaddicas, emenagogas,
colagogas, sedativas, sudorificas, vulnerarias y bactericidas contra Staphylococcus aureus y
Streptococcus fecalis (Acosta et al., 2001). Segun Okoh et al. (2007), los capitulos florales de
caléndula contienen su maxima concentracion de aceite volatil en la fase de plena floracion (0.97
%) y el minimo en la etapa de prefloracion (0.13 %).

Existen varias técnicas para extraccion de aceites esenciales, las cuales difieren en sus
caracteristicas. Una técnica es la hidrodestilacion en la que el material vegetal aromético se
calienta en dos a tres veces su peso de agua con vapor provisto indirectamente desde fuera del
alambique, en opuesto a la destilacién de vapor donde el material vegetal se extrae con vapor
directamente producido en el alambique, o por vapor indirecto producido fuera del mismo e
introducido en el alambique (Mouhssen, 2004).

Otra técnica es la maceracion o extraccion en disolvente organico, cuyo principio es que
cuando un material sélido entra en contacto con un disolvente los componentes solubles en el
material s6lido se mueven al disolvente. Por lo tanto, en esta extraccion aplicada en materiales
vegetales ocurre la transferencia de masa del principio activo soluble (ingrediente medicinal) al
disolvente, debido a un gradiente de concentracion. Este proceso no es tan selectivo para aceites

esenciales (Singh, 2008).
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El enfleurage es un método de extraccion en grasa fria o caliente, que permite procesar
grandes cantidades de material vegetal. En frio, la grasa se extiende sobre placas de vidrio
contenidas en marcos de madera, dejando un margen claro cerca de los bordes. La superficie de
absorcién de la grasa se aumenta por ranuras superficiales hechas con una espatula de madera.
Las flores frescas se extienden sobre la superficie de la grasa y los marcos se apilan en montones.
Después de que la manteca ha absorbido los aceites perfumados de las flores, las flores
desgastadas se retiran a mano. Flores frescas se extienden de nuevo en la superficie de la grasa, y
esto se repite hasta que la superficie de grasa esta completamente saturada con aceites.

En el proceso de maceracién en grasa caliente (45 a 60 °C), los pétalos se sumergen en la
grasa fundida de modo que el tiempo de extraccion se reduce a 1 a 2 h, dependiendo de las
especies de planta. Después de cada inmersion, la grasa es filtrada y los pétalos son separados.
Después de 10 a 20 inmersiones, a la grasa se le eliminan los residuos florales y agua.

En el caso de jazmin (Jasminum spp.), el enfleurage completo dura alrededor de 70 d, y
en cada dia transcurrido las flores gastadas se eliminan y los cajones o placas de enfleurage se
recargan con nuevas flores. Cada kg de grasa debe estar en contacto preferiblemente con 3.0 kg
de flores de jazmin para todo el periodo de enfleurage (Handa, 2008).

Como cada técnica se basa en diferentes principios fisico-quimicos, se esperaria que cada
una extrajera aceite esencial con diferentes caracteristicas, aun tratindose del mismo material
vegetal.

En México la caléndula es una planta de interés por las propiedades terapéuticas y
cosméticas de sus aceites esenciales, pero esta especie ha sido poco estudiada en el pais, y se
desconoce el método de extraccion para procesar muchas muestras simultaneamente en

proyectos de investigacion. Por tanto, el objetivo de este estudio fue el de comparar tres métodos
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para la extraccion de aceite esencial de capitulos de caléndula, con base en el rendimiento de
aceite, el tiempo de procesamiento , y el nimero de compuestos extraidos, con fines de
investigacion centrados en caracterizacion genotipica de este tipo de materiales.

MATERIALES Y METODOS

El cultivo de caléndula se estableci6 en el campo experimental del Colegio de
Postgraduados-Campus Montecillo, ubicado en el municipio de Texcoco, Estado de México (19°
19° N, 98° 53” O, altitud de 2250 m). El material vegetal para extraccion de aceites esenciales
consistié de capitulos florales del morfotipo S4 secos de caléndula cosechados de mayo a agosto
de 2012.

Hidrodestilacion (HD)

La cantidad minima para extraccion de aceite se establecid a través de ésta técnica, en la
que se utilizd un sistema de tipo Clevenger. EI material vegetal (7 g de materia floral seca) se
coloco en un matraz con fondo redondo con 25 mL de agua destilada, se llevé a punto de
ebullicion durante 3 h contabilizadas a partir de la ebullicion. Una vez transcurrido este tiempo,
se recuper0 la emulsion de agua con aceite y éste se extrajo con diclorometano (15 mL) por tres
veces; posteriormente se concentrd en un rotavapor Bichi B-480® con vacio y a 30 °C, hasta
evaporar la mayor cantidad de disolvente posible; el aceite que qued6 depositado en el matraz se
transfirié a un vial de 1.5 mL con una pipeta Pasteur y se dej6 evaporar el resto del solvente a
temperatura ambiente en una campana de extraccion. El rendimiento de aceite se calculd
multiplicando el peso del aceite libre de solvente por 100 y dividiéendolo entre el peso del

material vegetal seco inicial. Se hicieron tres repeticiones para este método.
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Maceracion en solventes organicos (MS)

Para esta técnica se probaron como disolventes de extraccion hexano y diclorometano,
ambos con y sin sonicacion. Se tomaron 4 g de material vegetal seco y se le agregaron 20 mL del
disolvente correspondiente (hexano o diclorometano), se maceraron por 5 min en dichos
disolventes, de los cuales una parte de cada extracto se someti6 a sonicacion por 15 min en un
bafio ultrasénico  Branson modelo B-220®, para asi obtener extractos hexanicos y
diclometénicos con y sin sonicacion. Después los extractos se filtraron y se concentraron en un
rotavapor Biichi B-480® con vacio a 30 °C, hasta evaporar la mayor cantidad de disolvente
posible. El aceite que quedd depositado en el matraz se transfirié a un vial de 1.5 mL con una
pipeta Pasteur y se dej6 evaporar el resto del solvente al ambiente en una campana de extraccion.
El rendimiento de aceite se calcul6 igual que en el método anterior. S e hicieron tres repeticiones
para esta prueba.

Para elegir el disolvente mas adecuado, se tomo6 una muestra de 20 mg del aceite extraido
y se disolvié en 500 pL del solvente correspondiente, a la que se hizo una separacién por
cromatografia en capa fina en placas de silica gel 60 F,s4 con soporte de aluminio de 2 x 5 cm;
se hicieron varias aplicaciones de 15 pL cada una para obtener una separacion visible al
revelado. La fase movil fue una mezcla de tolueno:acetato de etilo en proporcion 93:7 vy el
revelado de la placa se hizo con vainillina a 2 % en etanol y acido sulfdrico a 10 % en etanol por
5mina 110 °C.

Enfleurage (ENF)

Se establecié una microtécnica que combind los principios de extraccion de enfleurage en

frio y enfleurage caliente, utilizando como extractante de los aceites esenciales a manteca vegetal

de Karité (Vitellaria paradoxa C. F. Gaertn.), que es una grasa incolora e inodora para evitar la
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interferencia de otro compuesto ajeno a material vegetal utilizado. En esta técnica se utilizaron
100 g de esta grasa calentada a 40 °C hasta obtener un estado liquido sin llegar a ebullicion;
luego se agregaron 3 g de material vegetal seco y se dejo extraer en la grasa a 40 °C durante 20
min. En seguida se vertié la grasa liquida sobre una placa de vidrio colocada sobre una cama de
hielo para asegurar la rapida solidificacion de la grasa; una vez solida la grasa, se agregaron 5 g
mas de material vegetal seco sobre ella, tal como se hace en el enfleurage en frio, para atrapar
compuestos volatiles que se pudieran haber perdido durante el proceso en caliente. En la grasa
fria se dejé extraer durante 4 d, y al final se volvié a calentar la grasa hasta hacerla liquida, se
filtrd y se extrajo con 50 mL de etanol a 95 % y 60 °C, para extraer los aceites esenciales
contenidos en ella. Dicho extracto se centrifugd a 4499.95 xg por 5 min, para eliminar detritos de
la grasa. El etanol recuperado con los aceites fue concentrado en un rotavapor Biichi B-480® con
vacio a 30 °C, hasta evaporar la mayor cantidad de solvente posible. El aceite extraido que quedd
depositado en el matraz se transfirié a un vial de 1.5 mL con una pipeta Pasteur, y se dejo
evaporar el resto del solvente a temperatura ambiente en una campana de extraccion. El
rendimiento de aceite se calculd de igual forma que en las técnicas anteriores. También se
hicieron tres repeticiones como en las pruebas anteriores.

Cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas (GC-MS)

Para confirmar lo observado por CCF, los tres tipos de extracto se analizaron mediante
GC-MS (por sus siglas en inglés) con un cromatdgrafo Hewlett Packard HP 6890 Series®
acoplado a un detector de masas HP 5973. El sistema GC-MS usé una columna DB-WAX/ 30 m
x 0.250 um y 0.25 um de grosor de fase estacionaria, Helio como gas acarreador con grado de
pureza 99.9 % a un flujo de 1 mL min; la temperatura del horno comenz6 en 40 °C y aumentd

9 °C min™ hasta alcanzar una temperatura de 220 °C; la temperatura del inyector en modo
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“splitless” fue de 220 °C, y 280 °C como temperatura de interfase. Para el detector de masas, la
temperatura de la fuente de iones fue de 230 °C y la del cuadrupolo de 250 °C. La energia de
ionizacion fue de 70 eV.

Se inyectaron dos repeticiones a la misma concentracion (1 mg de aceite por cada pL de
solvente, diclorometano), de los extractos obtenidos por hidrodestilacion, maceracion en solvente
organico y enfleurage, en las condiciones anteriormente descritas.

Debido a la falta de compuestos estandares se hizo una inyeccion de n-alcanos para
calcular los indices de Kovats de cada compuesto, para la validacion de la identidad de los
mismos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los tres metodos de extraccion lograron extraer aceite esencial, pero difirieron en su
rendimiento de aceite, nUmero de compuestos extraidos y el tamafio de muestra requerida, y sus
caracteristicas de operatividad. Dependiendo de sus capacidades de extraccion, los tres métodos
mostraron amplia variacion extrayendo aceite esencial de caléndula, ya que los rendimientos de
aceite variaron de 0.9 % para hidrodestilacion a 7.1% para enfleurage (Cuadro VI. 1).

Cuadro VI. 1. Comparacion de tres técnicas de extraccion en cuanto a sus principales

caracteristicas operacionales y las caracteristicas de los aceites obtenidos a través de estas
mismas.

Extraction ™ Oil yield NCE PP TPM
technique (9) (%) (h)
Hydrodistillation 7 0.9+0.1° 19 np* 4
Organic solvents 4 6.7+0.2 15 4+ 0.25
Enfleurage 8 71 +£0.1 11 + 120

Media * desviacién estandar (n = 3). TM: Tamafio de muestra requerida en el analisis; NCE:
nimero de compuestos extraidos; PP: presencia de pigmentos en el aceite esencial; TPM:
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Tiempo de procesamiento por muestra. * Escala cualitativa para presencia de pigmentos en el
aceite esencial: no presente (np), alta y (+++), baja (+).

En extraccion con disolvente organico y enfleurage se obtuvieron aceites pigmentados, en
comparacion con el obtenido por hidrodestilacion, aunque el extracto obtenido por enfleurage
contuvo menos pigmentos que el obtenido por extraccion en disolvente orgéanico (Figura VI. 1).
Como es mostrado en el Cuadro VI. 1, en las tres técnicas el tamafio de la muestra fue reducido a
pequefas cantidades de flores secas (7, 4 y 8 g para HD, MS y ENF). En adicion a la gran
diferencia en rendimiento de aceite, estos métodos también contrastaron en el tiempo de

procesamiento, el cual vario de 15 min a 120 h, asi como en el nimero de compuestos extraidos

(19, 15y 11 para HD, MS y ENF respectivamente).

Figura VI. 1. Aceite esencial de caléndula obtenido por hidrodestilacion (HD), extraccion
con disolvente organico (MS) y enfleurage (ENF).

En hidrodestilacion la cantidad de muestra utilizada es pequefia comparada con la
utilizada para el estudio de otras especies como Thymus vulgaris L. (Mohammad-Taghi et al.,

2008), Ferula assa-foetida (Khajeh et al., 2005) y Juniperus communis L. (Pourmortazavi et al.,
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2004), en las cuales se utilizaron 60, 40 y 80 g de material vegetal, respectivamente. Se obtuvo
un rendimiento de aceite de 0.9 % = 0.1 (Cuadro VI. 1), valor que coincide con lo mencionado
por Okoh et al. (2007), quienes reportaron un rendimiento de aceite del 0.97 % en capitulos de
caléndula cortados en etapa de floracion. Esta técnica demandé un tiempo de 4 h por muestra,
incluyendo la extraccion de la emulsion y su concentracion en el rotavapor, por lo que para
procesar muchas muestra a la vez seria necesario contar con una gran cantidad de sistemas de
hidrodestilacion, lo cual es un factor limitante para la mayoria de laboratorios de investigacion.
El anélisis por CG-MS mostro la presencia de 19 compuestos en el aceite esencial extraido por
esta técnica (cuadro VI. 2).

Cuadro VI. 2. Compuestos obtenidos por hidrodestilacion (TR, tiempo de retencion, IK,

indice de Kovats, Qual, indica el porcentaje de confiabilidad con que fue identificado el
compuesto).

TR % IK Compuesto Qual
Area
1546 239 1146 trans-p-Menta-2,8-dienol 49
1584 3.79 1149 Isoborneol 62
1593 9.10 1150 Borneol 94
16.24 1.08 1153 Acetato de nerilo 87
16.76  3.80 1158 Acetato de geranilo 91
17.22 6.80 1162 a-Cadineno 98
17.28 1.04 1163 Mirtenol 93
1789 0.96 1167 cis-Carveol 98
1795 1.08 1169 P,aa-trimetilbenzil alcohol 91
18.08 3.03 1170 Geraniol 90
1890 1.81 1177 3,5-Di-tert-butilcatecol 35
19.66 1.82 1184 a-Selineno 80
2043 495 1191 Oxido de Cariofileno 91
21.38 3.84 1200 o-Cubebeno 46
2149 137 1201 2,5,6-Trimetilbenzimidazol 47
21.71 2.06 1202 Ledol 99
2294 19.06 1791 Biciclo[4.4.0]dec-1-ene, 2-isopropil-5-metil-9-metileno 93
23.08 195 1795 «-Cadinol 90
2446 146 1836 2,3,5,6-Tetrametil-para-fenileno 64
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En el método de extraccion con disolventes organicos, el diclorometano fue el disolvente
adecuado con exposicién a bafio ultrasonico por 20 min, ademas de que en la CCF sus extractos
mostraron la presencia de dos bandas de mayor intensidad y grosor (Figura VI. 2), con un
rendimiento de 6.7 + 0.2 % (Cuadro V1. 1). La extraccion en disolvente organico es una técnica
rapida, pero que también extrae los pigmentos de las flores debido a que también son afines a la
polaridad del disolvente al igual que los aceites esenciales. Los pigmentos acarreados en los
extractos interfieren con el analisis fitoquimico por CCF y por GC-MS, porque podrian taponar

la columna cromatografica, y ademés carecen de caracteristicas de volatilidad.

Figura VI. 2. Comparacion se sistemas de extraccion (Extraccion con hexano y sonicacién
(HEXC), extraccion con hexano sin sonicacion (HEXS), extraccion con diclorometano con
sonicacion con nueve aplicaciones (DCC9), extraccion con diclorometano sin sonicacion con
nueve aplicaciones (DCS9), extraccion con diclorometano con sonicacion con tres aplicaciones
(DCCQ) y extraccion con diclorometano con sonicacion con una aplicacién (DCC1).

El andlisis por CG-MS mostrd la presencia de 15 compuestos en el aceite esencial
obtenido por extraccion con disolvente organico (Cuadro V1. 3).

El rendimiento de aceite esencial aqui obtenido por enfleurage (7.1 %) se encuentra muy
por encima de los rendimientos de aceite esencial reportados en caléndula de 0.97 % en plena
floracion (Okoh et al., 2007). Tal diferencia se debe a que la técnica de extraccion por enfleurage

aqui utilizada para la obtencion del aceite esencial, fue una combinacién de enfleurage frio y

caliente. Este efecto positivo se ha observado también en la extraccién de aceite esencial de
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Polianthes tuberosa que al ser extraido por enfleurage en caliente el rendimiento de aceite

esencial fue de 6.58 %, lo que representa un aumento de 236 veces con respecto al de 0.0279 %

obtenido por maceracion en hexano (Rakthaworn et al., 2009).

Cuadro VI. 3. Compuestos obtenidos por maceracion solvente organico (TR, tiempo de
retencion, IK, indice de Kovats, Qual, indica el porcentaje de confiabilidad con que fue
identificado el compuesto).

TR %Area IK Compuesto Qual
4.29 3.91 480 a-Tujeno 94
9.38 1.58 784  Metil heptenona 64
11.65 0.68 1111 (E,E)-2,4-Heptadienal 94
12.00 1.27 1114 a-Cubebeno 97
12.66 1.53 1120 Copaeno 99
1292 1.07 1123 [R-(R*,R*)]-2,3-Butanediol 80
13.37 2.34 1127 B-Cubebeno 95
1442 1.82 1136 Cariofileno 99
1591 143 1150 y-Muuroleno 98
16.24 2.72 1153 Germacreno D 99
16.47 3.11 1155 o-Muuroleno 98
17.00 10.15 1160 o6-Cadineno 96
17.06 7.15 1160 o-Cadineno 98
21.68 2.05 1202 Ledol 97
23.01 0.68 1793 «-Cadinol 98

El anélisis por CG-MS mostr6 la presencia de 11 compuestos en el aceite esencial

obtenido por el método de enfleurage (Cuadro V1. 4).
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Cuadro VI. 4. Compuestos obtenidos por enfleurage (TR, tiempo de retencion, IK, indice
de Kovats, Qual, indica el porcentaje de confiabilidad con que fue identificado el compuesto).

TR  %Area IK Compuesto Qual
3.69 0.63 389 3-Metil-3-buten-2-one 91
9.08 036 776 2,3-Octanediona 72
935 021 784 6-Metil-5-Hepten-2-ona 80
10.47 0.16 813 Nonanal 98
12.64 0.37 1120 Benzaldehido 96
13.34 0.30 1127 p-Cubebeno 95
1353 0.15 1128 2,3-Butanediol 80
16.20 0.27 1153 Germacreno D 99
16.43 042 1155 o-Muuroleno 96
16.95 4.42 1159 &-Cadineno 96
17.22 6.80 1162 a-Cadineno 98

Los resultados aqui obtenidos no coinciden con los encontrados en flores de jazmin por
Paibon et al. (2011), quienes mediante enfleurage detectaron el mayor nimero de compuestos
extraidos. Esta diferencia sugiere que la efectividad de las técnicas de extraccion de aceites
esenciales depende de la especie vegetal. En las muestras de caléndula, las tres técnicas de
extraccion evaluadas indicaron que el a-Cadineno y el 6-Cadineno fueron los compuestos de
mayor concentracion, por lo que aqui se les propone como los componentes mayoritarios de este
aceite esencial. Estos dos componentes también se encontraron en el aceite esencial de caléndula
cultivada en Brasil (Gazim et al., 2008).

Las diferencias fisicas y de composicién quimica de la fraccion volatil y no volatil de los
aceites obtenidos por estas tres técnicas pueden deberse a sus diferencias en los principios fisicos
y quimicos que rigen a cada una. Asi, la hidrodestilacion solo acarrea a los compuestos volatiles
extraidos por calor que pueden ser arrastrados por el vapor de agua en el que se encuentra la
muestra, y de esta forma es selectiva y deja de lado a los pigmentos de la muestra, a diferencia de
la maceracion en solvente organico que es no selectiva y extrae cualquier compuesto con

polaridad afin al del solvente utilizado. Por su parte, el enfleurage se basa en la extraccion de
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compuestos liposolubles, como son los aceites y los pigmentos, y al final la extraccion de aceites
se depura con un solvente de polaridad afin a ellos, como el etanol, para que de esta forma quede
la mayor parte de los pigmentos atrapados en el cuerpo de grasa que se utilizé para la extraccion
porque los retiene con mayor fuerza que a los aceites esenciales.
CONCLUSIONES
La hidrodestilacion es la técnica que ofrece la obtencion de aceite esencial en caléndula
de mayor calidad (libre de pigmentos), con un rendimiento de 0.9 % en capitulos en estado de
floracion, y también mostr6 la mayor capacidad de extracciobn en cuanto a numero de
compuestos se refiere. La extraccion en solvente organico es una técnica practica que consume
poco tiempo y que permite procesar gran cantidad de muestras, pero el aceite obtenido es de baja
calidad debido a la gran cantidad de pigmentos presentes en el aceite extraido que interfiere en
los analisis cuantitativos. La técnica de enfleurage, aunque proporciona aceite con bajas
cantidades de pigmentos, ofrece un rendimiento siete veces mayor al de hidrodestilacion (7.1 %)
y permite el procesamiento de gran cantidad de muestras simultaneamente, por lo que esta
técnica es adecuada para fines de investigacién cuando se cuenta con gran nimero de muestras
para procesar. El a-Cadineno y el 6-Cadineno son los compuestos que se encuentran en mayor
concentracion en el aceite esencial de caléndula. Un factor que influye sobre el rendimiento de
aceite esencial es la técnica de extraccion utilizada.
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CHAPTER VII. YIELD AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OILS OF
POT MARIGOLD (Calendula officinalis L.) THROUGH CUT DATES AND FLORAL
MORPHOTYPES
Luis F. Salomé-Abarca’, Victor A. Gonzalez-Hernandez', R. Marcos Soto-Hernandez*
and Nicacio Cruz-Huerta®
postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética, Colegio de Postgraduados, Km.

36.5 Carr. México-Texcoco. 56230, Montecillo, Texcoco, México.

ABSTRACT

The flower heads of pot marigold (Calendula officinalis L.) contain the highest concentration of
volatile oil in the phase of full flowering (0.97 %) and lowest in the pre-flowering stage (0.13
%). The essential oil was found to be rich in a-cadinene, a-cadinol, t-muurolol, limonene and
1,8-cineole and p-cymene. In the area of the Central Valley of Mexico, Palma observed
phenotypic diversity in a wide variety of common pot marigold, and chose six floral
morphotypes of this heterogeneous population, which were named it from S1 to S6. The aim of
this study was to compare the oil yield between floral morphotypes and analyze the composition
of these oil through different floral cut dates using enfleurage technique. Oil yield Behavior
through cuts date it was different between floral morphotypes and the compound found it in

higher proportion in the oil is 6-cadinene.

Keywords: Yield, -cadinene, cut date
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CAPITULO VII. RENDIMIENTO Y COMPOSICION DE ACEITES ESENCIALES A
TRAVES DE FECHAS DE CORTES EN MORFOTIPOS FLORALES DE CALENDULA
(Calendula officinalis L.)

Luis F. Salomé-Abarca’, Victor A. Gonzalez-Hernandez', R. Marcos Soto-Hernandez*
and Nicacio Cruz-Huerta®
postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética, Colegio de Postgraduados, Km.

36.5 Carr. México-Texcoco. 56230, Montecillo, Texcoco, México.
RESUMEN
Los capitulos florales de C. officinalis contienen su maxima concentracion de aceite volatil en la
fase de plena floracion (0.97 %) y el minimo en la etapa de prefloracion (0.13 %). El aceite
esencial se encontr6 que era rico en a-cadineno, a-Cadinol, t-Muurolol, Limoneno y 1,8-Cineol y
con p-Cimeno. En la zona de los Valles Centrales de Mexico, Palma observé amplia diversidad
fenotipica en una variedad comdn de caléndula, y eligié seis morfotipos florales de esa poblacion
heterogénea, a las cuales denominé del S1 al S6. El objetivo de este estudio fue comparar el
rendimiento de aceite entre morfotipo florales y la composicion de estos a través de diferentes
fechas de corte floral utilizando la técnica de enfleurage. EI comportamiento del rendimiento de
aceite a través de fecha de cortes presenta comportamiento diferente entre morfotipos florales y
el compuesto que se encuentra en mayor proporcion en los mismos es el 3-Cadineno.
INTRODUCCION

Los capitulos florales de caléendula (Calendula officinalis L.) contienen su méaxima
concentracion de aceite volatil en la fase de plena floracion (0.97 %) y el minimo en la etapa de
prefloracion (0.13 %), y la composicion de su aceite también varia a traves de las fases del ciclo

vegetativo (Okoh et al., 2007). Numerosos monoterpenos y sesquiterpenos han sido reportados
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en el aceite volatil, tales como: a-Tujeno, a-Pieneno, Sabineno, -Pieneno, Limoneno, 1,8-
Cineol, p-Cimeno, Trans-B-ocimeno-, y-Terpeneno, 6-3-Careno, Nonanal, Terpeno-4-ol, 3-
Cylohexeno-1-ol, a-Felandreno, a-Terpeneol, Geraniol, Carvacrol, Acetato de bornilo, Acetato
de sabinil, B-Cubebeno, a-Copaeno, a-Bourboneno, a-Cubebeno, a-Gurjuneno, Aromadendreno,
B-Cariofileno, a-Ylangeno, o-Humuleno, Epibiciclo Sesquifelandreno, D-Germacreno,
Aloaromadendreno, B-Salieno, Calareno, Muuroleno, 8-Cadineno, 1,4-Dienocadina, a-Cadineno,
Nerolidol, Palustron, Endobourboneno, Oplopenona, a-Cadinol, t-Muurolol, entre otros. El
aceite esencial de caléndula es rico en a-Cadineno, a-Cadinol, t-Muurolol, Limoneno y 1,8-
Cineol y con p-Cimeno (Muley, 2009).

En los Valles Centrales de México, Palma et al. (2012) reportaron una amplia diversidad
fenotipica floral en una variedad comun de caléndula, y eligié seis morfotipos florales de esa
poblacion heterogénea, a las cuales denominé del S1 al S6; cada morfotipo varia en el nimero de
flores liguladas por capitulo floral y en el color de ligulas y flores tubulares. En México no se
cuenta con informacién acerca del rendimiento y composicion del aceite esencial de caléndula, y
en particular de estos morfotipos florales.

Por tanto, el objetivo de este estudio fue comparar el rendimiento de aceite de esos seis
morfotipos florales, asi como en la composicion de éstos, a través de diferentes fechas de corte
de capitulos, a partir de extractos obtenidos con la técnica de enfleurage.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal consistio en seis morfotipos florales de caléndula denominadas S1 al

S6, que provenian de una variedad heterogénea que se cultiva comercialmente en los Valles

Centrales de México.
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Enfleurage

Para la extraccion de aceites esenciales de capitulos florales de caléndula, se establecio
una microtécnica que combina los principios de extraccion de enfleurage en frio y enfleurage
caliente, que utiliza como extractante a la manteca vegetal de Karité (Vitellaria paradoxa C. F.
Gaertn.), como se describid en el capitulo anterior.

La microtécnica consistio en utilizar 100 g de esta grasa calentada a 40 °C hasta obtener
una consistencia liquida sin llegar a ebullicion, y una vez asi sobre la grasa se colocaron 3 g de
material vegetal seco y se dej6é durante 20 min a temperatura constante de 40 °C. Transcurrido
ese tiempo la grasa liquida se vertié sobre una placa de vidrio que se encontraba sobre una cama
de hielo para asegurar su rapida solidificacion. Luego se agregaron 5 g mas de material vegetal
seco, como se hace en el enfleurage en frio, se dejo extraer durante 4 d y al final se volvié a
calentar la grasa, se filtré y se extrajo con 50 mL de etanol a 95 % a 60 °C.

El extracto con aceites se centrifugd a 4499.95 xg por 5 min y se volvio a filtrar al vacio
para eliminar los detritos de la grasa, y el etanol recuperado se concentrd en un rotavapor Bichi
B-480® con vacio a 30 °C, hasta evaporar la mayor cantidad de solvente posible. El aceite fue
transferido a un vial de 1.5 mL con una pipeta Pasteur donde se dejé evaporar el resto del
solvente. Con el extracto final, el rendimiento de aceite se calculé al multiplicar el peso del
aceite libre de solvente por 100 y dividir entre el peso seco del material vegetal seco del cual se
partio.

Cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas (CG-SM)

Se utilizd un cromatdgrafo Hewlett Packard HP 6890 Series acoplado a un detector de

masas HP 5973, en el que el extracto gasificado se hizo pasar por una columna HP5/ 50 m x 0.20

mm y 0.33 um de grosor de fase estacionaria, con Helio como gas acarreador con pureza de 99.9
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%, a un flujo de 1 mL min™; la temperatura del horno comenzé en 40 °C y aumenté 9 °C por min
hasta alcanzar una temperatura de 220 °C; el inyector en modo “splitless” (no bifurcado) estuvo
a una temperatura de 220 °C, y 280 °C como temperatura de interfase. Para el detector de masas,
la temperatura de la fuente de iones fue de 230 °C y la del cuadrupolo de 250 °C. La energia de
ionizacion fue de 70 eV.

Se inyectaron extractos a la misma concentracion (90 %) obtenidos por enfleurage, en las
condiciones anteriormente descritas. El porcentaje de composicion de cada metabolito se calcul6
a partir de la suma de area total de los picos que componen al cromatograma, y se hizo una
inyeccion de n-alcanos para calcular los indices de retencion de Kovats.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en sus medias y desviaciones estandar, los morfotipos florares S1, S2, S3 y S6
mostraron un rendimiento constante a traves de sus fechas de corte floral, a diferencia de los
morfotipos S4 y S5 (Figura VII. 1), en especial el morfotipo S5 que mostré un aumento en el
corte 6. Al respecto, el aumento en el contenido de aceite de una planta se ha descrito como un
mecanismo que favorece a la polinizacion de la misma (Harbone, 1991), lo cual podria tener
sentido biolégico puesto que como se observd en el capitulo V, es el morfotipo S5 el que
presentd el menor rendimiento floral, y por otro lado este corte (6) corresponde al corte en que
todos los morfotipos presentan el mayor rendimiento floral.

Entonces, quizas este morfotipo, por generar un menor nimero de capitulos florales
aumenta el contenido de aceites en estos mismos para hacerlos ain mas atractivos a los
polinizadores y aumentar sus posibilidades de ser polinizada, y asi preservar su especie. Segun
Theis y Lerdau (2003), los terpenos pueden servir a una variedad de funciones, lo que incluye

disuasion del herbivoro, toxicidad contra hongos, y atraccion de polinizadores. Los terpenoides
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involucrados con la atraccion de polinizadores, sin embargo, tienden a estar situados en partes de
la planta donde la resistencia al flujo es muy baja, y las tasas de flujo sustanciales pueden ocurrir
incluso a bajas concentraciones, del orden de microgramos por gramo (Ayasse y Schiestl, 2000).

Mientras que Okoh et al. (2007) observaron un aumento lineal en el contenido total de
aceite esencial a través de cortes en caléndula, en nuestro estudio se observé que este
comportamiento puede variar entre morfotipos florales y que el aumento del rendimiento de
aceite esencial puede no ocurrir necesariamente en todos los cortes florales, lo cual podria estar
influenciado desde las condiciones climéticas, genotipo o morfotipo floral, ubicacion geogréfica
o0 incluso hasta por el manejo del cultivo en campo.

Aqui no se observaron diferencias significativas entre morfotipos florales ni entre cortes
en cuanto al contenido promedio de aceite esencial (Cuadro VII. 1), aunque en la interaccion
morfotipo x fecha de corte se observaron algunas diferencias notables, como el aumento del
rendimiento de aceite en el morfotipo S2 en el corte 6 (5 + 0.1 %) y el minimo rendimiento del
morfotipo S4 en el corte 1 (3.2 £ 0.02 %), ademés de una mayor variabilidad entre los cuatro
cortes de estos dos morfotipos. Por otro lado, al combinar los valores de rendimiento promedio
de aceite por corte con el rendimiento floral por hectarea (ver Capitulo V), se pueden observar
diferencias en el rendimiento de aceite por hectarea, de la siguiente manera: 54.58, 52.11, 49.43,
46.56 y 36.70 kg ha™ para los morfotipos florales S1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente, donde el

morfotipo floral S1 destaca como el mejor para obtener un mayor rendimiento de aceite.
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Figura VII. 1. Rendimiento de aceite esencial a través de fechas de corte en seis morfotipos
florales de caléndula.

Cuadro VII. 1. Rendimiento de aceite en morfotipos de caléndula a través de fechas de cortes.

Morfotipos florales

(% de acetite)

Corte S1 S2 S3 S4 S5 S6 X por
corte

1 35+£0.7 47+14 3.7+£0.1 32+006 35+02 43x06 3806

3 3.8+£09 3.8+£04 3.3+£03 37+£02 39+04 41006 3.7x03

5 3.7+£03 3.7+£03 4.0x0.04 33+£07 37+£07 39+x03 37x0.2

6 3.6+0.1 50+01 46+03 43+£06 37+x02 33x07 41+0.7

X por

morfotipo 3.6+0.1 43+0.6 3.9+£05 36+£05 37x02 3904

+ Desviacion estandar (n= 3).

De acuerdo con el analisis cromatografico, hubo variabilidad en la composicion

fitoquimica de los aceites esenciales entre morfotipos florales y dentro de los cortes de cada

morfotipo floral, ya que se observé la presencia de diferentes metabolitos que conforman al

aceite esencial. EI morfotipo floral que presentd un mayor numero de metabolitos tomando en
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cuenta todos sus cortes fue el S4 con 24 metabolitos, seguido de los otros morfotipos en el
siguiente orden descendente, S2 = S3 > S1 > S5 > S6, con 23, 23, 19, 17 y 15 metabolitos
respectivamente (Cuadros VII. 2, VII. 3, VII. 4, VII. 5, VII. 6 y VII. 7).

El compuesto que se encuentra presente en todos los morfotipos florales y que siempre
forma parte del aceite en mayor proporcion es el 5-Cadineno, lo cual coincide con lo encontrado
en Brasil, con un porcentaje de 22.5 % para este compuesto (Gazim, 2008). Aunque para el
morfotipo floral S5 aqui utilizado se obtuvo la mayor acumulacion de este compuesto en el corte
3 con 45.76 %, y que ademas fue siempre superior en todos sus cortes florales con valores de
32.86, 45.75, 40.78 y 44.87 % en los cortes 1, 3, 5 y 6 respectivamente (Cuadro VII. 5), lo que
indica que este morfotipo floral es doblemente rico en este compuesto en comparacion del
utilizado en Brasil en al menos en tres cortes florales.

En algoddn (Gossypium spp.), gosipol y sesquiterpenos aldehidicos relacionados que se
derivan del precursor (+)-6-Cadineno, proporcionan tanto en forma constitutiva como inducible,
proteccion contra plagas y enfermedades (Ai-Xia, 2009). Tiene propiedades pro-apoptéticas,
probablemente debido a la regulacion de los genes Bax y Bcl2. También inhibe de forma
reversible a la calcineurina y se une a la calmodulina, e inhibe la replicacion del virus VIH-1
(Polsky et al., 1989). A los aceites de caléndula se les ha atribuido este misma actividad anti-
VIH in vitro, basada en el ensayo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio MTT/tetrazolio.
Esta actividad fue atribuida a la inhibicion de HVI1-RT a concentraciones de 1000 ug mL™, y
también a la supresion de la fusién del VIH con dosis de 500 ug mL™ (Muley et al., 2009), por lo
que podria suponerse que esta actividad podria estar dada por la alta concentracion de o-

Cadineno, que es el compuesto base del gosipol, un inhibidor eficaz de la proteina quinasa C.
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También causa niveles bajos de potasio, y por lo tanto causa paralisis temporal
(Bioscreening.net, 2008).

La ruta biosintética del gosipol es conocida y ocurre de la siguiente forma. El gossipol es
un aldehido terpenoide que se forma metabdlicamente a través del etilo por la ruta de
isoprenoides (Burgos et al., 1997). El sesquiterpeno dimero se somete a una reaccion de
acoplamiento de radicales para formar gossipol (Heinstein et al., 1970). El pirofosfato de geranilo
(GPP) e IPP forman a un precursor de sesquiterpenos, el difosfato de farnesilo (FPP), que sirve
para formar gosipol. La biosintesis comienza con el compuesto derivado de GPP e IPP. El catidn
Cadinil es oxidado por la (+)-D-Cadineno sintasa. El (+)-D-Cadineno estd implicado en la
fabricacion de la unidad bésica aromética denominada sesquiterpeno homogosipol, que por
oxidacion genera a la 8-hidroxi-D-Cadineno con la ayuda de (+)-D-Cadineno 8-hidroxilasa. El 8-
hidroxi-D-Cadineno pasa a través de diversos procesos oxidativos para formar
deoxihemigossipol, que se oxida por un electrén en hemigossipol y luego se somete a un
acoplamiento oxidativo fenolico en posicion orto a los grupos fenol, para formar finalmente
gossipol. El acoplamiento es catalizado por una enzima dependiente de peroxido de hidrégeno
(Dewick, 2008). Por tener el esqueleto base de este compuesto (8-Cadineno) extraido del aceite
de caléndula, podria establecerse un método de sintesis de gossipol a partir de este metabolito
base.

Por otro lado, la concentracion de este compuesto en caléndula podria funcionar como un
posible marcador para elegir a los morfotipos que quiza podrian ser resistentes a plagas y
enfermedades.

Otro compuesto que se encontro presente en casi todos los morfotipos y también en gran

proporcion fue el a-Cadineno con un promedio de 41 % en el morfotipo S5, mientras que Okoh
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et al. (2008) reportaron a este metabolito con tan solo 13 % de la composicion del aceite de esta
misma planta. Su isomero 7-epi-a-Cadineno tuvo un promedio de 5.7 % en el morfotipo S4 que
fue el que presentd la mayor presencia de este metabolito, lo cual coincide por lo descrito por
Muley (2009) quien lo sefial6 como uno de los componentes principales del aceite esencial de
caléndula.

Otro compuesto que se encontro en alta proporcion en algunos morfotipos florales fue el
a-Cadinol, el cual se ha mencionado que actiia como anti-fungico (Ho, 2011) y hepatoprotector
(Tung, 2011), y fue propuesto como un posible remedio para la tuberculosis resistente a
medicamentos (Bueno, 2011). El a-Cadinol también se encuentra en especias como clavo y en el
aceite esencial de Juniperus communis (Human Metabolome Data Base, 2014). Ademas, en los
morfotipos S2 'y S4 el Viridifloreno se encontr6 en un porcentaje considerable como
constituyente del aceite, con 18.9 %; este compuesto ha sido reportado en aceites esenciales de
Machilus pseudolongifolia (8.9 %) (Ho et al., 2010), Duguetia gardneriana Mart. y Duguetia
moricandiana Mart (24 %) (Almeida et al., 2010), con actividad antimicrobiana en todos los

Casos.
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Cuadro VII. 2. Compuestos presentes en aceite esencial de caléndula del morfotipo floral S1, a
través de cuatro fechas de corte. 1K, indice de Kovats.

NuUmero de corte

Compuesto IK 1 3 5 6

Benzaldehido 707 046 0.28 0 NP
Nonanal 1000 0.24 032 021 0.23
Careno 1048 060 NP NP NP
y-Muuroleno 1502 1.16 0.74 074 NP
7-epi-a-cadineno 1507 3.76 566 3.12 1.08
Germacreno D 1510 NP 0.38 0.28 0.19
a-Muuroleno 1515 169 266 137 054
Cariofileno 1516 0.10 NP 0.06 0.09
3-Cadineno 1519 560 6.76 4.47 237
a-Cubebeno 1520 0.43 0.66 0.44 0.22
a-Cadineno 1528 197 236 132 NP
Copaeno 1533 0.63 0.84 0.63 0.28
B-Cubebeno 1550 0.70 1.19 0.08 0.31
Epi-biciclosesquifelandreno 1551 1.10 0.90 0.98 NP
B-Gurjueno 1555 0.36 NP NP NP
y-Gurjueno 1559 NP NP 033 NP
1-Cadinol 1560 NP NP 0.60 0.17
a-Cadinol 1564 095 090 0.82 NP
Cedreno 1578 NP NP 0.17 NP

NP = No presente
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Cuadro VII. 3. Compuestos presentes en aceite esencial de caléndula del morfotipo floral S2, a
través de cuatro fechas de corte. 1K, indice de Kovats.

NuUmero de corte

Compuesto IK 1 3 5 6
Nonanal 1000 NP 0.69 NP NP
v-Muroleno 1502 2.99 NP 265 4.98
Epizonareno 1507 7.54 NP 8.01 NP
7-epi-a-cadineno 1507 NP 6.98 6.98 NP
Germacreno D 1510 NP NP 1.53 NP
Isoledeno 1514 543 NP 5.23 NP
Viridiflorol 1514 NP 3.09 NP NP
a-Muuroleno 1515 NP NP 1.53 NP
5-Cadineno 1519 29.27 40.96 39.94 39.05
a-Cubebeno 1520 NP 3.72 167 232
a-Cadineno 1528 NP 7.56 NP 7.08
Copaeno 1533 223 356 199 214
Aloaromandendreno 1547 NP NP 1.84 NP
-Cubebeno 1550 3.70 586 339 415
Longifoleno 1558 NP 1.60 NP NP
y-Gurjueno 1559 1.37 NP NP NP
t-Cadinol 1560 NP NP 3.81 NP
Aromadendreno 1563 0.28 NP NP NP
Valenceno 1563 NP 0.89 NP NP
a-Cadinol 1564 NP NP 4.33 NP
Viridiflorol 1567 NP 3.09 NP NP
Sesquirofuran 1578 NP NP 0.67 NP
a-Elemeno 1584 NP NP 1.17 NP

NP = No presente

108



Cuadro VII. 4. Compuestos presentes en aceite esencial de caléndula del morfotipo floral S3, a
través de cuatro fechas de corte. 1K, indice de Kovats.

NuUmero de corte

Compuesto IK 1 3 5 6

Benzaldehido 707 NP 019 0.22 0.19
Nonanal 1000 0.23 042 030 0.29
y-Muuroleno 1502 NP NP NP  0.68
7-epi-a-Cadineno 1507 108 281 294 0.92
Germacreno D 1510 0.19 0.18 0.10 0.11
Viridifloreno 1514 NP 1.05 NP NP
a-Muuroleno 1415 054 1.29 NP NP
Cariofileno 1516 0.09 NP NP NP
5-Cadineno 1519 237 475 393 1.73
a-Cubebeno 1520 0.22 036 025 0.18
a-Cadineno 1528 NP 115 125 NP
Copaeno 1533 0.28 0.65 048 0.27
B-Cubebeno 1550 031 0.80 055 0.29
Epi-biciclosesquifelandreno 1551 NP NP 030 NP
y-Gurjuneno 1559 NP NP 015 NP
t-Cadinol 1560 0.17 0.39 0.29 0.07
T -Muurolol 1561 NP NP 069 NP
[-Patchouleno 1562 NP 0.06 NP NP
Aromadendreno 1563 0.11 NP 0.14 NP
Valenceno 1563 NP 0.09 0.08 NP
a-Cadinol 1664 NP 049 NP NP
Eremofileno 1612 NP 033 NP NP
B-Amirina 3059 NP NP NP 044

NP = No presente
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Cuadro VII. 5. Compuestos presentes en aceite esencial de caléndula del morfotipo floral S4, a
través de cuatro fechas de corte. 1K, indice de Kovats.

NuUmero de corte

Compuesto IK 1 3 5 6

Benzaldehido 707 092 098 0.72 0.47
Octanal 801 NP 107 NP NP
Nonanal 1000 151 1.06 1.05 0.67
y-Muuroleno 1502 NP NP 113 NP
Epizonareno 1507 NP 020 0.21 0.17
7-epi-a-Cadineno 1507 294 741 510 6.04
Germacreno D 1510 NP 093 050 NP
Isoledeno 1514 NP 0.28 0.19 255
Viridifloreno 1514 6.05 NP NP  3.60
a-Muuroleno 1515 NP 3.68 NP NP
5-Cadineno 1519 3.67 8.21 8.42 7.23
a-Cubeneno 1520 NP 050 NP NP
a-Cadineno 1528 NP 241 NP NP
Copaeno 1533 0.52 092 127 0.58
Aloaromadendreno 1547 0.79 NP 0.14 0.29
B-Cubeneno 1550 NP 050 NP NP
Calareno 1556 NP NP 0.29 043
Longifoleno 1558 NP NP 0.09 0.24
y-Gurjuneno 1559 0.75 NP 263 NP
Valenceno 1563 0.49 0.33 0.79 0.19
a-Elemeno 1584 NP 0.17 518 NP
v-Selineno 1600 NP 023 NP NP
Eremofileno 1612 1.78 NP 0.07 NP
B-Amirina 3059 NP NP NP 0.33

NP = No presente
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Cuadro VII. 6. Compuestos presentes en aceite esencial de caléndula del morfotipo floral S5, a
través de cuatro fechas de corte. 1K, indice de Kovats.

NuUmero de Corte

Compuesto IK 1 3 5 6
Nonanal 1000  3.67 NP NP NP
y-Muuroleno 1502  3.32 NP NP NP
7-Epi-a-cadineno 1507 NP 6.30 4.82 5.55
Isoledeno 1514  6.15 NP NP 8.37
a-Muroleno 1515 NP 8.37 7.34 NP
5-Cadineno 1519 32.86 45.76 40.78 44.87
a-Cubebeno 1520  0.75 2.87 1.84 2.43
Copaeno 1533 2 2.97 2.81 3.08
Aloaromadendreno 1547 NP NP NP 1.32
B-Cubebeno 1550  2.39 5.85 4.70 4.99
y-Gurjuneno 1559 1.07 NP 0.58 NP
t-Cadinol 1560  6.11 3.05 NP 3.10
Valenceno 1563 NP 0.76 NP NP
a-Cadinol 1564  7.84 NP NP NP
a-Elemeno 1584 NP 2.60 NP NP
v-Selineno 1600 NP NP NP 4.82
B-Amirina 3059 NP NP 1.73 NP

NP = No presente

Cuadro VII. 7. Compuestos presentes en aceite esencial de caléndula del morfotipo floral S6, a
través de cuatro fechas de corte. IK, indice de Kovats.

NUmero de corte

Compuesto IK 1 3 5 6
Nonanal 1000 9.96 5.08 NP NP
y-Muuroleno 1502 19.38 2.66 2.43 1.79
Epizonareno 1507 NP NP NP 2.60
Germacreno D 1510 NP 1.05 3.88 1.06
Isoledeno 1514 3.95 4.70 5.42 NP
Viridifloreno 1514 14.49 NP NP NP
a-Muuroleno 1515 NP NP NP 5.01
5-Cadineno 1519 28.03 32.61 29.02 25.32
a-Cubebeno 1520 NP 1.56 1.24 1.57
Copaeno 1533 NP 2.41 1.98 2.44
B-Cubebeno 1550 NP 3.65 4.02 NP
Valenceno 1561 NP 1.19 1.43 NP
t-Muurolol 1563 NP NP NP 1.12
a-Cadinol 1564 NP NP 4.06 NP
a-Elemeno 1584 NP NP 8.06 0.72

NP = No presente
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Okoh et al. (2007) también observaron variacion en la presencia, ausencia y porcentaje de
los compuestos que conforman al aceite esencial de caléndula cosechada a través del tiempo o
cortes florales.

La mayoria de los compuestos encontrados como componentes del aceite esencial
concuerdan con los reportados en la literatura (Okoh et al., 2007; Gazim, 2008; Okoh et al.,
2008; Muley, 2009; Krol, 2011). Pero conviene destacar que en los morfotipos florales S2, S4 y
S6 se detectd Epizonareno en algunos cortes el cual no se ha reportado como componente del
aceite esencial de caléndula (Cuadros VII. 2, VII. 4y VII. 6).

CONCLUSIONES

Existe variabilidad de metabolitos secundarios entre morfotipos florales y a través de
fechas de corte. EI morfotipo floral que presenta una mayor diversidad de compuestos en su
aceite es el S4. No hubo diferencias significativas entre los seis morfotipos y las cuatro fechas de
corte en cuanto al contenido de aceite en los capitulos florales, excepto en el morfotipo S2 que en
el sexto corte produjo mayor cantidad que en los anteriores. EI mejor morfotipo para la obtencion
de aceite esencial tomando en cuenta su rendimiento promedio por corte y su rendimiento floral
es el morfotipo floral S1.
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CAPITULO IX. DISCUSION GENERAL

La méxima acumulacion de biomasa se observd a los 87 dias después del trasplante en
el morfotipo floral S1, con 228 g de materia seca por planta. La mayor fuerza de demanda (FD)
medida por la tasa absoluta de crecimiento (TAC) tanto en Organos vegetativos como
reproductores, se observo en el morfotipo floral S1, lo cual era esperado puesto que al definirse
la TAC como la cantidad de biomasa (g) acumulada por dia (d) entonces el morfotipo que
presentaria la mayor FD seria aquel que acumulara mayor cantidad de biomasa por dia.

Respecto al area foliar (AF), fueron los morfotipos florales S1 y S2 los que presentaron la
mayor magnitud de esta caracteristica, y fueron iguales entre ellos, pero el morfotipo floral S2
posee una cantidad mayor de biomasa en hojas que el S1 (45.76 + 0.91 y 38.78 = 2.60
respectivamente). Una posible explicacion a que ambos morfotipos tengan la misma AF pero con
diferentes pesos especificos (peso/area), por lo que el morfotipo que presenta mayor peso en
hojas seria asi porque sus hojas son mas densas y pesan mas.

En cuanto a los drganos reproductores, fueron los morfotipos florales S2 y S1 los que
mostraron la mayor acumulacién de biomasa en estos érganos, aunque en rendimiento floral fue
el morfotipo floral S1 el que tuvo el mayor valor. ElI que no haya plena concordancia en
acumulacién de biomasa en érganos reproductores, se debe a que para obtener el rendimiento
floral s6lo se tomaron en cuenta capitulos florales completamente maduros, mientras que para
obtener los datos de acumulacion promedio de biomasa en los érganos de interés se tomaron en
cuenta tanto capitulos florares maduros como inmaduros, lo que sugiere que los capitulos florales
del morfotipo floral S1 maduraron mas rapidamente con respecto de los del morfotipo floral S2,
de modo que en cada corte habia un mayor numero de capitulos florales cosechables en las

plantas del morfotipo floral S1 que en el S2, al momento del corte o cosecha floral.
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Referente a las cinéticas fotosintéticas, todos los morfotipos florales con excepcion del
S1, se encuentran limitados por la velocidad méxima de carboxilacion (Vcmax) puesto que ésta
varia afectando a la tasa de regeneracion de la enzima Rubisco (J), pero sin afectar a la tasa de
uso de las triosas fosfatadas (TPU). EI morfotipo floral S1 que tiene una menor Vemax también
posee un valor de TPU mucho méas bajo que el resto de los morfotipos florales; esto puede
comprobarse al observar que este morfotipo posee el valor de Amax més bajo (26) y presenta una
caida de la fotosintesis en la cinética fotosintética al momento de aumentar la concentracion de
CO; interno en la hoja (Sharkey y Vassey, 1989) al rebasar al punto de saturacion del mismo
(parte asintdtica de la cinética). La limitacién por TPU indica que la planta no tiene la capacidad
de utilizar los fotoasimilados a la misma velocidad con que estan siendo sintetizados (Sharkey et
al., 2007).

Debido a estas limitaciones se esperaria que el morfotipo floral S1 fuera una planta con
baja eficiencia de crecimiento, aunque los resultados muestran lo contrario porque fue el que
logré la mayor acumulacién de biomasa y de rendimiento floral. Esto puede ser posible en
primera instancia debido a que este morfotipo posee un mayor tamafo de fuente (AF) que los
otros morfotipos florales (14,939 + 645 cm?), por lo que también produce una mayor cantidad de
fotoasimilados que pueden utilizarse para el crecimiento. Ademéas de esta caracteristica, el
morfotipo floral S1 posee el aparato fotosintético mas eficiente en cuanto a la asimilacion de
CO,, puesto que su punto de compensacion por CO, (concentraciébn minima para que la
fotosintesis iguale a la respiracion foliar), es el mas bajo (2.4 Pa) entre los seis morfotipos aqui
evaluados.

En rendimiento de aceite esencial los valores promedio fueron 3.65, 4.3, 3.9, 3.62, 3.72 ¢

de aceite por 100 g de materia floral seca, para los morfotipos florales S1, 2, 3, 4, 5y 6
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respectivamente, que se encuentran por encima de los valores previamente reportados para
rendimiento de aceite esencial en caléndula que son de 0.97 % en plena floracion (Okoh et al.,
2007). Esto es debido a que la técnica de extraccion aqui utilizada para la extracciéon fue una
combinacion de enfleurage frio y caliente, como se observé en la extraccion de aceite esencial de
Polianthes tuberosa que al ser extraido por enfleurage en caliente el rendimiento de aceite
esencial fue de 6.58 %, que representa un aumento de 99.58 % con respecto al obtenido por
maceracion en hexano de 0.0279 % (Rakthaworn, 2009).

El morfotipo floral S2 fue el que mostré el mayor rendimiento promedio de aceite
esencial. No obstante, al combinar los resultados de rendimiento floral con los contenidos para
calcular los rendimientos de aceite esencial por ha, se encontraron los siguientes resultados:
54.58, 52.11, 49.43, 46.56 y 36.70 kg ha™ para los morfotipos florales S1, 2, 3, 4 y 5
respectivamente, que estan en el mismo orden que los datos de rendimiento floral. Se aprecia
entonces que aunque el morfotipo floral S2 sea el que tenga el mayor contenido promedio de
aceite esencial con respecto al de los otros morfotipos florales, es el morfotipo S1 el que produce
un mayor rendimiento de aceite esencial por hectarea simplemente porque produce un mayor

rendimiento acumulado de capitulos florales, que son los 6rganos de donde se extrae el aceite.
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CAPITULO X. CONCLUSIONES GENERALES

Todos los morfotipo florales valuados presentaron cinéticas de crecimiento tipo
sigmoidal tanto en biomasa total como en los érganos que los componen, pero difirieron en la
duracion de sus fases del crecimiento y en sus correspondientes tasas de crecimiento, sobre todo
en las fases de aceleracion y de desaceleracion. La fuerza de demanda por fotoasimilados es 10
veces mayor en los 6rganos vegetativos que en los reproductores. Todos los morfotipos florales
dirigen mayor proporcién de biomasa a los tallos, con excepcion del morfotipo floral S2 que
asigna mas biomasa a las hojas. Una larga fase de desaceleracion acoplada con mayor duracion
de crecimiento del area foliar permitieron al morfotipo floral S1 alcanzar un crecimiento superior
al de los demas morfotipos.

La limitante fotosintética en los morfotipos florales S2, S3, S4 y S5 es la velocidad
maxima de carboxilacion (Vemax), Y en el morfotipo S1 es la tasa de uso de las triosas fosfatadas
(TPU). Ademas, el morfotipo floral S1 es el més eficiente en cuanto a la asimilacion de CO, y
con un mayor tamafio de fuente (AF), lo que le confiere capacidades superiores de crecimiento,
rendimiento floral y aceite esencial sobre los otros morfotipos florales. EI mejor morfotipo floral
para la obtencidn de aceites esenciales también es el morfotipo floral S1, con un rendimiento de
54.58 kg ha™ que se encuentra por encima del de los otros morfotipos. El §-Cadineno es el
principal componente del aceite esencial en todos los morfotipos florales de caléndula, pues
constituye 22 % en promedio de morfotipos, y hasta 45 % de la composicion del aceite en el

morfotipo floral S5 en el corte 2.
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