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RESPUESTAS MORFOLOGICAS, FISIOLOGICAS Y DE CALIDAD
DE Tagetes erecta A ESTIMULOS AMBIENTALES
Maria Guadalupe Peralta Sanchez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015
RESUMEN

Factores o estimulos de naturaleza abiética como salinidad, deficiencia o exceso de
nutrimentos, y luz, entre otros, pueden afectar el metabolismo secundario en plantas. En
esta investigacion se realizaron cuatro experimentos con el objetivo de evaluar las
respuestas morfoldgicas, fisioldégicas y de calidad de Tagetes erecta var. Inca a diferentes
estimulos ambientales en invernadero, usando como sustrato inerte una mezcla tezontle y
perlita (60:40, v:v), y las plantas fueron irrigadas mediante un sistema de riego por goteo.
Los tratamientos fueron aplicados al inicio de la floracién. En el primer experimento se
trataron plantulas con dos concentraciones de NaCl (10 y 47 mM), y se pudo observar que
el suministro de esta sal en la solucion nutritiva a una concentracion de 10 mM incrementa
la biomasa seca en todos los érganos de la planta, asi como la concentracion y
acumulacion de K* en hojas y flores, carotenoides totales, flavonoides, aminoacidos libres
totales y proteinas solubles totales, y aceites esenciales, predominando ocimeno y
limoneno en hojas, y piperitona en flores. Con 47 mM de NaCl incrementa la acumulacién
y concentracién de Na® en raices, y con ambas concentraciones salinas incrementa el
farneseno en raices y cariofileno en tallos. En el segundo experimento se evaluaron
cuatro porcentajes de sombrado (0, 30, 50 y 70 %), y se pudo apreciar que con 30 % de
sombreado, incremento la biomasa seca en todos los érganos de la planta, asi como el
contenido del aceite esencial cariofileno en flores y clorofilas en hojas. Con 50 % de
sombreado se incrementaron carotenoides totales en tallos, asi como piperitona, azlicares
totales en hojas y aminoacidos libres totales en flores. En el tratamiento testigo (0 % de
sombreado) incrementd la concentracién de flavonoides totales, piperitona y aminoacidos
libres totales en hojas, y B-farneseno en raices. En el tercer experimento se evaluaron
cuatro niveles de nitrogeno (0, 4.2, 8.4 y 12.6 mg L™), y se pudo observar que la
aplicacion de 12.6 mg L™ de N incrementa la biomasa seca total en todos los 6rganos de
la planta, asi como la concentracién de N en hojas y tallos, mayor acumulacién de N en
hojas, flores y tallos y las clorofilas también se elevaron. Con dosis de 8.4 mg L™ aumentd
la concentracion de N en flores, la piperitona en flores y aminoéacidos libres totales en
hojas. Con 4.2 mg L™ se registré un efecto positivo en flavonoides totales, incremento en
D-limoneno y Trans-ocimeno en hojas, en tallos piperitona y B-farneseno, mayor
concentracion de aminoéacidos libres totales en flores y proteinas solubles totales en
hojas. En el cuarto experimento, se evaluaron tres concentraciones de N (8.47, 12.71 y
16.94 mg L* y dos porcentajes de sombreado (0 y 70 %), observandose que por efecto
principal de N con dosis de 16.94 mg L™ N en la solucién nutritiva se incrementan
carotenoides totales, y aminoacidos libres totales en hojas y flores. Con dosis de 8.47 mg
L™* de N se incrementan flavonoides totales en flores. Por efecto principal de sombreado al
70 % aumentaron los carotenoides totales y flavonoides totales en flores, aminoacidos
libres totales en hojas, en tanto que el tratamiento testigo sin sombreado incrementé
aminodcidos libres totales en flores y proteinas solubles totales en hojas y flores. Por
efecto de la interaccién de los factores de estudio incrementaron carotenoides totales y
amino&cidos libres totales en hojas con dosis de 16.94 mg L™ al 70 %, vy flores con la
misma dosis sin sombreado. Los aceites esenciales fueron variables, predominando D-
limoneno y ocimeno en hojas, trans-pineno en flores, piperitona en tallos y B-farneseno en
raices.

Palabras clave: Asteraceae, sombreado, salinidad, nitrégeno, estrés abiotico.



MORPHOLOGICAL, PHYSIOLOGICAL AND QUALITY RESPONSES
OFTagetes erectaTO ENVIRONMENTAL STIMULI
Maria GuadalupePeraltaSanchez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

Factors or stimuli of abiotic nature such as salinity, nutrient deficiency or excess, and light,
among others, may affect the secondary metabolism in plants. In this study we carried out
four experiments aimed to evaluate morphological, physiological and quality responses of
Tagetes erecta var. Inca to different environmental stimuli, under greenhouse conditions,
using a mixture of tezontle and perlite (60:40, viv) as an inert substrate, and a drop-
irrigation system to water plants. All treatments were applied in the beginning of the
flowering stage. In the first experiment we tested two NaCl concentrations (10 y 47 mM),
and observed that the application of 10 mM NaCl to the nutrient solution resulted in
significant increases in dry-biomass weight of all plant tissues, as well as concentration
and accumulation of K* in leaves and flowers, total carotenoid, flavonoids, total free amino
acids, total protein contents, and essential oils, especially ocimene and limonene in
leaves, and piperitone in flowers. With 47 mM NaCl we observed increases in
concentration and accumulation of Na® in roots, and with both salt concentrations, the
farnesene in roots, and the caryophyllene in stems were augmented. In the second
experiment, four shadow treatments were evaluated: 0, 30, 50 y 70 %. By using 30 %
shadow, evident increases in dry biomass weight in all plant tissues as well as in the
content of essential oils caryophyllene in flowers and chlorophylls in leaves were
observed. With 50 % shadow we observed significant increases in total carotenoids, as
well as in piperitone, total sugars, and total free amino acids in flowers. In the control (0 %
shadow) the concentration of total flavonoids, piperitone and total free amino acids in
leaves and B-farnesene in roots were observed. In the third experiment four levels of N (O,
4.2, 8.4 and 12.6 mg L™) in the nutrient solution were evaluated. We observed that the
application of 12.6 mg L™ N increases the dry biomass weight in all plant tissues, as well
as the concentration of N in leaves and stems, accumulation of N in leaves, flowers and
stems, and chlorophylls in leaves. By applying 8.4 mg L™ N an increase in N concentration
in leaves, piperitone in flowers and total free amino acids in leaves were observed. The
treatment of 4.2 mg L™ N increased total flavonoids, D-limonene and trans-ocimene in
leaves, piperitone and B-farnesene in stems, total free amino acids in flowers and total
soluble proteins in leaves. In the fourth experiment, three N concentrations (8.47, 12.71
and 16.94 mg L™), and two shadow levels (0 and 70 %), were evaluated. The application
of 16.94 mg L™ N in the nutrient solution increased total carotenoids, as well as total free
amino acids in flowers and leaves, while the application of 8.47 mg L™ N increased total
flavonoids in flowers. The 70 % shadow positively affected total carotenoids and total
flavonoids in flowers, free amino acids in leaves, while control plants without shadow
augmented total free amino acids in flowers, and total soluble proteins in leaves and
flowers. Interaction of these study factors (N and shadow) increased total carotenoids and
total free amino acids when applying 16.94 mg L™ at 70 %, in leaves, and in flowers with
the same dosage of N but without shadow. Essential oils varied, being more predominant
D-limonene and ocimene in leaves, trans-pinene in flowers, piperitone in stems, and (-
farnesene in roots.

Keywords: Asteraceae, shadow, salinity, nitrogen, abiotic stress.
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INTRODUCCION GENERAL

Caracterizacion botanica del cempasuchil

El cempasuchil (Tagetes erecta Linn.) pertenece a la Asteraceae o Compositae, una de
las mas distribuidas en el mundo, aunque su mayor diversidad se encuentra en el
continente americano. México es un centro de origen y diversidad genética de muchas de
las tribus que conforman esta familia. Ubicado en la tribu Tagetae, el género Tagetes se
compone de 58 especies (Serrato-Cruz, 2010).

Serrato-Cruz (2006) indica que Tagetes erecta Linn., es una planta herbacea anual muy
aromatica, erecta, con tallos estriados y hojas pinnadas. Su flor es una cabezuela
solitaria, considera una inflorescencia dado que contiene numerosas flores individuales
tubuladas vy liguladas. La morfologia de la inflorescencia puede corresponder a cuatro
modalidades: 1) tipo pompén y doble, en este caso la inflorescencia esta constituida
exclusivamente por flores individuales liguladas; 2) tipo sencillo o0 margarita, posee tanto
flores liguladas como tubuladas; éstas ultimas en el disco central, mientras que las
liguladas en la zona periférica (Chi et al., 2002); 3) tipo semidoble, en las cuales hay
varias hileras de flores liguladas en la zona radial del capitulo y del tipo tubulado en el
disco floral (Gupta et al., 1999; Serrato-Cruz, 2006) y 4) tipo apétalo en el que las flores
individuales son androestériles, es decir, son flores femeninas pistiladas, ninguna con

ligulas.

Importancia econémicay produccion de cempasuchil en México

En la Republica Mexicana los estados lideres en la produccion de cempasuchil (T. erecta)
son Puebla, Estado de México, Oaxaca, Guerrero, Hidalgo, Michoacén, San Luis Potosi,
Morelos y Tlaxcala; asi en el 2013, el Distrito Federal registré una produccién de 19

millones de plantas en invernadero y cielo abierto, con una valor de produccion de 235
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millones de pesos (Tierrafertil, 2014). El 69.2 % de la superficie cultivada se encuentra en
el estado de Puebla, mientras que en el Estado de México, Oaxaca, Guerrero e Hidalgo
se ubica el 10, 5.2, 3.7 y 2.6 %, respectivamente (SAGARPA, 2011). El Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) reporta que durante 2011 se produjeron 9
mil 385 Mg de esta flor, 434 mil 940 manojos y un millon 50 mil plantas para el dia de

muertos (SAGARPA, 2012).

Esta especie,T. erecta, también crece en forma silvestre en varios estados del pais entre
los que se cuentan San Luis Potosi, Chiapas, Estado de México, Puebla, Sinaloa,

Veracruz, Guerrero y Tlaxcala) (Ecoosfera, 2013).

Puebla es el principal productor de cempasuchil a nivel nacional con una produccion de
10,000 Mg, con valor de produccion superior a los 15 millones de pesos y mas de 2,300
familias beneficiadas (Torres, 2014; Vizcarra, 2014). Los municipios poblanos en los que
se cultiva son Atlixco, Tianguismanalco, Palmar de Bravo, Santa lIsabel, Cholula,
Huaquechula, San Jerénimo Tecuanipan, Quecholac, Tepeaca, Acatzingo, Tehuacan y
Huejotzingo; en una superficie de 211 ha (DiarioECO, 2014). Entre los municipios,
destaca Atlixco, dado que su produccion representa el 30 % del total de la cosecha

poblana de la flor y alcanzan rendimientos de hasta 11.3 Mg ha™ (Vega, 2013).

Por otro lado, en la delegacién Xochimilco del Distrito Federal, la venta de esta planta en
maceta durante la festividad de Dia de Muertos va de 8 a 15 pesos. Actualmente también
se cultiva a cielo abierto en la delegacién Tlahuac, también en el Distrito Federal,
principalmente como flor de corte que se vende en manojos. En el 2014, los floricultores
del Distrito Federal obtuvieron ganancias de 10 millones de pesos por la venta de un
millon de plantas de cempasuchil en esta festividad (Tierrafertil, 2014). En el Estado de

Morelos en el 2014, se ofrecieron alrededor de 250 toneladas de flor de corte de
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cempasuchil y terciopelo denominadas artesanales, y con mas de 220 mil plantas en

maceta, con un valor de produccién de un millon 30 mil pesos (2000Agro, 2014).

A pesar deque México es centro de origen y diversidad genética del cempasuchil, nuestro
pais solo aporta el 3 % de la produccibn mundial para la industria de la pigmentacion
avicola; mientras que China aport6 el 75 %, seguido de la India y Pert con el 20 y 2 %,

respectivamente (Torres, 2011).

En el sector avicola en México se consumen 100 millones de xantofila (Informador, 2012).
El mercado chino en pigmentacion avicola esté creciendo, aunque México, Perd y la India

aumenten la superficie de cultivo, no son competitivos con China (Torres, 2011).

En México existen empresas dedicadas a la extraccién y procesamiento de pigmentos
naturales para las industrias avicola y piscicola, asi como para uso humano. Por ejemplo,
Productos Deshidratados de México (Prodemex) es una empresa privada mexicana
localizada en Los Mochis, Sinaloa (2000Agro, 2001). Otra empresa es la industria Alcosa,
S.A. de C.V., la cual en 1994 lanz6 al mercado pigmentos naturales, tanto liquidos como
en polvo con un perfil de xantofilas, elaborando productos altos en zeaxantina conocida

como marca registrada PIXAFIL (Industrias ALCOSA, 2014).

Usos del géneroTagetes

El cultivo y su uso se remontan a épocas prehispanicas. Debido a su olor caracteristico,
las plantas de algunas especies se utilizan en la festividad de Dia de Muertos (Marotti et
al., 2004). Los mexicas a su paso por el Valle de Malinalco adoptaron esta tradicion, con
el paso del tiempo transformaron la flor de Tonalxochitl en una flor con méas pétalos, un

aroma intenso y color resplandeciente (Angelopolita, 2014). También se utiliza como



especie ornamental (flor de corte, jardin y maceta), misma que es cada vez mas
aceptada en México (Serrato-Cruz, 2004).

Tagetes como fuente de colorante natural (Timberlake y Henry, 1986; Barzana et al.,
2002) y otros metabolitos secundarios interesantes como los aceites esenciales (Piccaglia

et al., 1996; Vasuvedan et al., 1997) y tiofenos (Hulst et al., 1989).

México cuenta con mas de la mitad de las especies del género Tagetes distribuidas en
América, la mayoria de ellas son arométicas (Serrato, 2010). El aroma caracteristico en
Tagetes se atribuye al tipo de metabolitos presentes en el aceite esencial localizado en
estructuras especiales en toda la planta (Diaz-Cedillo y Serrato-Cruz, 2011) y en forma
abundante en la parte aérea. Las sustancias naturales que posee han contribuido para la

revalorizacion del género. A continuacién se mencionan los principales usos.

Metabolitos con actividad biocida

El aceite de Tagetes tiene actividad biol6gica sobre varios organismos patdégenos de
plantas y animales, asi como en humanos, por lo que este género representa una opcién
en agricultura y medicina como insumo natural con efecto biocida, biorrepelente o
biostatico (Diaz-Cedillo y Serrato-Cruz, 2011).

Los principales usos del cempasuchil reportados por Serrato y Quijano (1993), son: como
insecticida, larvicida, repelente y trampa que propicia competencia insectil inter-especifica,

nematicida, fungicida, bactericida y compuesto alelopatico.

Usos medicinales y farmacol6gicos

Como producto medicinal este género es usado en el tratamiento de enfermedades
respiratorias causadas por bacterias, en infecciones dermatomucosas causadas por
hongos, en enfermedades de los ojos y Ulceras, y en enfermedades virales en animales
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Serrato y Quijano (1993), también es empleado en personas con problemas hepaticos

(Serrato-Cruz, 2004).

El aceite esencial de la hojas y tallos de cempasuchil, actia como antibiético contra
diferentes bacterias como Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus Yy Escherichia coli y combate los siguientes hongos: Candida albicans, Candida
utilis y varias especies de Aspergillus incluyendo el Aspergillus niger y Trichoderma viride
(Ecoosfera, 2013).

Khulbe et al. (2013), evaluaron el efecto antidepresivo del extracto hidrometandlico de
flores de Tagetes erecta a concentraciones de 12.5, 25 y 50 mg kg® en ratones, donde
hubo un efecto antidepresivo a una concentracion de 25 mg kg™. Fernandes et al. (2009),
evaluaron extractos etandlicos de flores de Tagetes erecta, donde mostraron que reduce
el umbral convulsivo en pacientes epilépticos, dado que éstos contienen sedantes con
actividad antiepiléptica. En otro estudio se evalud la actividad antinociceptiva y
antiinlfamatoria de extractos de hojas de Tagetes erecta en ratones, empleando dosis
administradas por via intraperitoneal (IP) y acido acetilsalicilico (ASA) y fenilbutazona
como estandares; los extractos mostraron propiedades antinociceptivos y antiinflamatorios

en dosis entre 200 y 400 mg kg™ (Shinde et al., 2009).

Por otro lado, en la industria farmacéutica en la elaboracién de cosméticos, shampoos y

cremas (Young y Lowe, 2001).

La luteina, ademas de ser un antioxidante, presenta beneficios para la salud humana,
siendo conocida como “el nutriente protector del o0jo”, debido a que resguarda a las
células de la mécula como un antioxidante y con esto la salud macular (Alves-Rodrigues y

Shao, 2004).



Uso de pigmentos en la industria alimenticia

El cempasuchil es una fuente importante de carotenoides, el pigmento mayoritario es la
luteina (85 % del total presente en la flor) (Philip y Berry, 1975). Sin embargo, también
presenta cantidades significativas de zeaxantina, una de las xantofilas altamente
cotizadas en el mercado (Bosma et al., 2003). Para explotar los pigmentos florales en la
industria, las inflorescencias tipo doble son las de mayor importancia y presentan una
variedad de colores de amarillo palido a naranja intenso, debido a la presencia de

carotenoides, de los cuales el principal es la luteina (Del Villar-Martinez, 2007).

El mercado mundial de los pigmentos del cempasuchil (Tagetes erecta Linn.) demanda
productos orientados a la alimentacién, y que tengan algin efecto benéfico en la salud

humana (anticancerigeno y antioxidante).

Segun Young y Lowe (2001), el género Tagetes se considera una especie multifuncional,
principalmente en la industria alimenticia, como aditivo dietético en férmulas antioxidantes,
combinado con otros ingredientes o solo; usado como colorante natural de la mantequilla,
y en la pigmentacién de pollos (Barzana et al., 2002), yema de huevo, piel de camarén,
piel de mojarra tilapia (Ponce-Palafox et al., 2006), salmén y trucha arcoiris. T. filifolia o
anisillo, por su caracteristica de fuerte olor anisado, puede constituir un importante
atractivo como saborizante en la industria de alimento (Cubillo-Sanchez et al., 1999). T.

tenuifolia como complemento vitaminico en la elaboracién de alimentos.

Composicion quimica del género Tagetes
La calidad en Tagetes (composicion fisica y quimica), varia entre especies, y esta

determinada genéticamente y por la interaccion con el ambiente (Marotti et al., 2004).



Entre los compuestos mas destacados en Tagetes se encuentran éteres, aldehidos,
acetonas, carotenoides, flavonoides, cumarinas, tiofenos y terpenos (monoterpenos,
sesquiterpenos, di-tri-tetra-politerpenos) (Marotti et al., 2004; Krishna et al., 2004; Escobar
et al., 2009). En el Cuadro 1. Se presentan los principales compuestos identificados (en

porcentaje) en aceites esenciales de diferentes especies de Tagetes.



Cuadro 1 Principales compuestos de aceites esenciales (%), de especies diferentes de Tagetes.

Compuesto /

Planta

T. aff.
maxima

T filifolia

flor

T.laxa

flor

hoja

T.lucida

flor

hoja

T.minuta

flor

fruto

T. multiflora

T.patula

hoja flor

T.tenuifolia

hoja flor

B-cariofileno

Dihidrotagetona
Dihidrotagetona

E-B-ocimeno
E-anetol
E-tagetona
E-tagetonona
limoneno

Alilanisol
estragol
Metil eugenol

Piperitenona
Piperitona
Terpinoleno
Z-B-ocimeno
Z-tagetona
Z-tagetenona

31.2

15.8

27.1

2.1

9.4

12.8
47.3

--- 18.2

12.6 20.2

9.8
416 247

Referencia

Pichette et
al., 2005

Zygadlo
etal.,
1993

Zygadlo
etal.,
1993

Marotti et al.,
2004

Marotti
etal.,
2004

Kaul et al., 2005

Pichette et
al., 2005

Marotti et al.,
2004

Marotti
et al., 2004




En el Cuadro 2 se presentan los principales compuestos identificados (en porcentaje) de
aceites esenciales de Tagetes erecta. Entre los componentes comerciales abundantes en
el aceite esencial de T. erecta se encuentran: la piperitona, el terpinoleno y el limoneno
(Krishna et al., 2004). La piperitona se usa como principal materia prima para la
produccién de mentol y timol sintéticos. El terpinoleno, posee aroma floral y dulce por lo
que se emplea en perfumeria, cosmética y en materiales de limpieza. El limoneno se

utiliza como fragancia en productos para el hogar (Meshkatalsadat et al., 2010).

Cuadro 2 Principales compuestos de aceites esenciales (%) de Tagetes erecta.

T. erecta

Compuesto/planta

hoja flor
Limoneno 7.6
Piperitenona 11
Piperitona 52.4 28.5
Terpinoleno 11.2
Referencia Krishna et al., 2004

Los carotenoides son tetraterpenos naturales derivados de la unién de ocho unidades de
isopreno, que origina un esqueleto de 40 a&tomos de carbono. Los carotenoides se
clasifican en dos grupos: carotenoides compuestos (carbono e hidrégeno) que se
denominan carotenos y los que contienen oxigeno que se denominan xantofilas

(Rodriguez-Amaya, 2001).



La principal fuente natural de la luteina, son los pétalos de las flores de Tagetes erecta
donde se encuentra formando esteres con diferentes acidos grasos (Skerget y cols.,
2010). La luteina, es un carotenoide di-hidroxilado perteneciente a la clase de las
xantofilas, presenta una estructura quimica con un amplio sistema de dobles enlaces
conjugados, lo que le otorga su actividad antioxidante (Nachtigall, 2007). Este pigmento
carotenoide es uno de los principales componentes de vegetales verdes, frutas de color
naranja y yema de huevo, donde se puede encontrar libre o esterificada con &cidos

grasos (Hojnik y cols, 2008).

Por ser un antioxidante bioldgico la luteina inactiva a los radicales libres producidos en la
autooxidacién de lipidos y/o atrapa oxigeno singlete, esta propiedad antioxidante se
relaciona con su estructura, debido a la presencia de un elevado numero de enlaces

conjugados (Nachtigall, 2007).

Karousou et al. (2005), mencionan que el contenido y la calidad de los compuestos varian
en funcién de factores ambientales, (Macias y Galindo, 2001) la fenologia de la planta, los
diferentes 6rganos de la que se extrae, el manejo agronémico y composicion del suelo
donde se desarrolla el cultivo. Por ello se encuentran diferencias en el contenido de

compuestos, aln entre la misma especie.

Factores abi6ticos que modifican la produccion y composicion de metabolitos
primarios y secundarios

Las plantas se encuentran frecuentemente en estrés, debido a que estan expuestas a
condiciones ambientales cambiantes que afectan su crecimiento, desarrollo y

productividad (Buchanan et al., 2000).
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Salinidad

La salinidad, es uno de los factores que afectan negativamente la produccion agricola,
dado que mas de 800 millones de ha a nivel mundial son afectadas por la salinidad, lo que
representa mas de 6 % de la superficie del planeta. La salinidad afecta a los cultivos al
causar desbalance nutrimental, estrés osmético, deficiencia de agua y estrés oxidativo

(Munns y Tester, 2008).

Entre cultivares de Tagetes se observan diferentes respuestas a la salinidad. El cultivar
First Lady es moderadamente tolerante a salinidad, dado que las plantas muestran
sintomas de toxicidad so6lo cuando la conductividad eléctrica de una solucién de NaCl *
CaCl, excede 7.9 dS m™ (Huang y Cox, 1988). Valdez-Aguilar et al. (2009) reportan que
los cultivares Flagstaff y Yellow Climax de T. erecta tienen un crecimiento aceptable con
valores de conductividad eléctrica de la solucién del suelo de 3.64 dS m™, clasificandose
como cultivares sensibles. Recientemente, Escalona et al. (2012) reportaron que la
salinidad afecta el crecimiento de esta especie, aunque no observaron sintomas
especificos de toxicidad, por lo que Tagetes se puede considerar como una planta Util
para programas de revegetacion de éareas con problemas de salinidad, que estan

incrementando en México.

Efecto en aceites esenciales. La compaosicién y cantidad de metabolitos secundarios de
las plantas dependen en gran medida de factores ambientales. Cuando son sometidas a
condiciones adversas, como salinidad se genera un efecto que desarrolla una respuesta
en procesos fisiologicos, bioquimicos y metabdlicos (Oyervides et al., 2012). Esto indica la
posibilidad de manipular la concentracién o cantidad relativa de los metabolitos a través

de técnicas de manejo agronémico.
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La tolerancia al estrés causado por la salinidad ocasiona que las plantas modifiquen la
sintesis de metabolitos secundarios (Wahid y Ghazanfar, 2006). En especies tolerantes a
salinidad, el incremento en el contenido de antocianinas es una respuesta, cuando son
sometidas a estrés salino (Parida y Das, 2005). Como consecuencia del estrés osmético,
debe inducirse en el citoplasma celular el ajuste osmético, que conduce a la acumulacién
de osmolitos de bajo peso molecular como rafinosa, glicina betaina y prolina, asi como de
proteinas hidrofilicas de alto peso molecular de la superfamila de proteinas, abundantes
durante la embriogénesis tardia (Kosova et al., 2011). Por otra parte, los fenoles
derivados de fenilpropanoides, tales como flavonoides, taninos e hidroxicinamatos
(ésteres), los cuales se producen bajo condiciones de diversas situaciones de estrés;

representan importantes eliminadores de radicales libres (Selmar, 2008).

Los metabolitos secundarios como el aceite esencial, podrian no ser afectados o incluso
incrementar su sintesis, esto contribuiria con los diferentes mecanismos de tolerancia al

estrés salino (Collado et al., 2012).

En la sintesis de aceites esenciales en respuesta a salinidad, los resultados son
contradictorios. En manzanilla (Matricaria chamomila), regada con agua con diferentes
niveles de salinidad (0, 84, 168, 252 y 336 mM NaCl), se registré el mayor contenido de
aceites esenciales en el tratamiento testigo (Razmjoo et al., 2008). En mejorana tunecina
(Origanum majorana) se registrdé un incremento significativo (55.5 %) en el rendimiento de
aceites esenciales cuando las plantas fueron regadas con aguas con conductividad
eléctrica de 5 dS m™ respecto al testigo (0 dS m™); mientras que el aumento en la
conductividad del agua de riego a 10 dS m™ redujo significativamente el rendimiento de

éstos (Jelali et al., 2011).
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Efecto en pigmentos. Entre los antioxidantes no-enzimdticos se encuentran los
carotenoides, mismos que se presentan de manera ubicua en plantas y se han reportado
como importantes en la mitigacion de efectos adversos de la salinidad en el crecimiento y
metabolismo vegetal (Rawia et al.,, 2011). Un ejemplo de esta relacién directa entre el
nivel de salinidad y concentracion de carotenoides, se tiene en los resultados de Borghesi
et al. (2011), quienes reportaron que el estrés salino puede conducir a incrementos
similares o superiores de carotenoides y antocianinas (en el fruto de tomate), a aquellos
logrados por la ingenieria genética; por tanto, esto representa una opcion con potencial de
explotacibn de los suelos salinos para obtener tomates con niveles mayores de
metabolitos secundarios. Otro ejemplo se tiene en brotes de trigo sarraceno (Fagorpyrum
esculentum M.) tratados con 50 y 100 mM de NacCl, aqui la concentracién de carotenoides
fue dos veces mas grande que las de plantas testigo (Lim et al., 2012). En Dunaliella
salina en condiciones hipersalinas presenta un descenso en el crecimiento celular, el flujo
de carbén es canalizado hacia el incremento intracelular de glicerol, por consiguiente un
aumento en la sintesis de isoprenoides plastidicos; bajo estas condiciones el glicerol
funciona en el citoplasma como un soluto compatible para mantener la integridad de la
membrana y proteinas, el aumento de la concentracién de NaCl en el medio incide en el

aumento de B-caroteno (Serpa-lbafiez y Calder6n-Rodriguez, 2005).

Luminosidad
Muchos procesos fisiologicos en plantas se ven influenciados por la irradiacion, que es
uno de los factores del medio ambiente que afecta la supervivencia de la planta, el

crecimiento, la reproduccion y distribucion (Keller y Luettge, 2005; Kumar et al., 2013).
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Efecto en aceites esenciales. La luz es factor clave en la produccioén final de muchos
compuestos, ya que proporciona la energia necesaria para fijar carbono. Los estudios
sobre rendimiento de aceite esencial en funcion de diferentes niveles de sombreado han
demostrado que cada especie responde de manera diferente a la intensidad de luz. La
especie Thymus vulgaris aumenta la concentracion del aceite esencial como timol y
mirceno cuando se cultivan en plena luz del sol al 100 % (Li et al., 1996). Del mismo
modo, altos niveles de nitrdgeno (200 mg L™) y plena luz son significativos en la
produccién de metabolitos secundarios de Hypericum perforatum, como el contenido y
rendimiento de hipericina debido al aumento en nimero y didmetro de glandulas foliares
(Emart et al., 2013). Por el contrario, estudios con Anethum graveolens, Salvia officinalis y
Pothomorphe umbellata indican un mayor rendimiento de aceite esencial al cultivarlas
bajo sombra (Marchese et al., 2008). Al evaluar la composicién quimica y rendimiento del
aceite esencial en hojas de Pothomorphe umbellata sometidas a tres niveles de
sombreado (30, 50, 70 y 100 %), el mayor rendimiento de aceite se tuvo en plantas con el
30 % de sombreado, identificando 26 componentes, predominando el trans-nerolidol
(Souza et al., 2010). Los anteriores resultados coinciden con otro estudio realizado con
Salvia sclarea L. con cuatro niveles de sombreado (0, 25, 50, 75 %), resultando que el
contenido y rendimiento de aceite se reduce al incrementar el sombreado; los
componentes mas abundantes fueron acetato de linalilo y esclareol con 25 % de
sombreado, D-germacreno con 50 % de sombreado, y linalol sin sombreado (Kumar et al.,
2013).

La sintesis de metabolitos secundarios en Hypericum perforatum L. (hierba de San Juan)
es influenciada por la intensidad luminosa. La luz no solo modifica el crecimiento y
desarrollo vegetal, sino también la biosintesis de metabolitos primarios y secundarios

(Kurata et al., 1997).
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Efecto en pigmentos. Un exceso de luz puede desnaturalizar moléculas que forman
parte integral de las membranas del aparato fotosintético, en especial a los carotenoides
localizados en los plastos que durante el desarrollo de la ligula, son transformados de
proplastidas en cromoplastos. (Long et al., 1994).

En la biosintesis de los carotenoides, la luz (la cantidad y calidad de ésta) es de vital
importancia. La alta intensidad se traduce en una degradacion de los carotenoides
(Sanchez-Millan et al., 2006), mientras que la baja intensidad, posiblemente modifica la

ruta metabdlica (Bungard et al., 1999).

Sanchez-Millan et al. (2006), estudiaron el efecto de la RFA (Radiacion
Fotosintéticamente Activa) sobre soluciones de luteina en modelos in vivo e in vitro con
T.erecta, para lo cual establecieron un experimento con cultivos sometidos a dos
ambientes de luz solar (un invernadero de plastico e invernadero de vidrio); concluyen
gque la biosintesis de carotenoides en Tagetes erecta puede ser afectada drasticamente

por la cantidad y calidad de la luz y por el tiempo de exposicion.

La luz juega un papel considerable en la induccién y expresién de genes carotenogénicos
durante la transicion de etioplastos a cloroplastos y durante el desarrollo de flores y frutos.
Los fotoreceptores vegetales incluyen la familia de los fitocromos que absorben rango de
luz del rojo y rojo lejano, tal como los criptocromos y fototropinas que absorben en el
rango azul y UV-A. Los fitocromos son el tipo mas caracterizado de fotoreceptor y su
fotosensibilidad es debida a su conversién reversible entre dos isoformas que absorben

luz, a los 660 nm (luz roja) y 730 nm (rojo lejano) (Pizarro y Stange, 2009).

Welsch et al. (2001) mencionan que hay una ruta ramificada como la formacion de los
carotenoides, suponiendo que existen puntos de control en cada ramificacion, en el que

estan involucrados procesos transcripcionales y postranscripcionales.
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En muchos estudios en hortalizas, frutales y ornamentales, en énfasis en Tagetes se ha
encontrado la regulacion transcripcional positiva y negativa de los genes carotenogénicos
en sus diferentes etapas de desarrollo de las plantas, concluyendo que el gen PSY ejerce

mayor control en el flujo de la ruta (Welsch et al., 2001).

Por otro lado, vonLintig et al. (1997) mencionan que la intensidad luminosa aumenta la
formacion de carotenoides incrementando la expresion de ciertos genes; aunado a lo
anterior, en mostaza se ha observado que la actividad de ARN mensajero del gen PSY
(fitoeno sintasa) aumenta con la luz, mientras los niveles de PDS (fitoeno desaturasa) y

GGPS (geranilgeranil pirofosfato sintasa) continian constantes.

Hirschberg (2001), en un estudio con Arabidopsis thaliana y tomate, menciona que genes
carotenogénicos (IcyB) incrementan cinco veces su expresion cuando las plantas se
transfieren de un lugar de baja intensidad de luz a uno con alta iluminacion. Por otro lado,
Woitsch y Rémer (2003) refieren que al inicio de tratamientos de luz roja, azul o blanca, se
observé una induccién significativa de la expresién de genes carotenogénicos en plantas
de tabaco, independientemente de la calidad de luz utilizada. Sin embargo, diferencias
considerables en los niveles de expresion de genes carotenogénicos se observaron con
respecto al tipo de luz usada para irradiar las plantulas; por ejemplo, genes PSY se
indujeron significativamente después de irradiacion con luz roja y blanca continuas, lo que
apunta a que estan involucrados diferentes receptores en la induccién de su expresion (Li

et al., 2008).

Durante el desarrollo de hojas, flores y en la maduracion de frutos, la luz induce el
aumento de la expresion de genes carotenogénicos; donde los fotorreceptores son
activados al captar la energia luminica y son traslocados al nucleo, de este modo inducen

la transcripcion de los genes (Pizzarro y Stange, 2009).
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Nutricion del cultivo

Efecto en aceites esenciales. En diversas investigaciones se ha reportado que la
nutricibn modifica, tanto en forma positiva como negativa, el contenido y composicién
quimica de los aceites esenciales; en estos estudios usualmente se evaltan distintos
niveles y/o fuentes de un nutrimento particular en la composicion y rendimiento de aceites,
pero los mecanismos de accidon de los nutrimentos hasta el momento no han sido
totalmente comprobados. La nutricion de la planta es uno de los mas importantes factores
gue incrementan la produccion de aceites esenciales (Khalid, 2013).

En el caso del nitrdgeno y su relacion con la sintesis de aceites esenciales se afirma que
su importancia radica en ser componente estructural de un gran nimero de compuestos
organicos como aminodcidos, proteinas, enzimas, clorofila, alcaloides y acidos nucleicos.
Alrededor del 80 % del N que absorbe la planta, se utiliza para formar las proteinas, el 10
% &cidos nucleicos, el 5 % aminoacidos solubles, y el resto otros compuestos (Tischner,

2000).

Omidbaigi et al. (2008) en un experimento realizado en suelo con Tagetes minuta L.,
reportan incrementos significativos en la biomasa, contenido y porcentajes de los
constituyentes del aceite esencial cuando se fertiliz6 con N a una dosis de 200 kg ha™, en
comparacion con dosis menores y en ausencia de fertilizacién nitrogenada. Por otra parte,
Singh et al. (2008) indican que la aplicacién de nitrégeno a plantas de T. minuta conduce
a un incremento lineal de la biomasa y de la produccién de aceites esenciales, precisando
el nivel 6ptimo de fertilizacion de N 150 kg ha™, dosis con la cual se supera el rendimiento
de aceites obtenido con dosis nitrogenadas de 0, 50 y 100 kg ha?, en 142, 49 y 23 %,
respectivamente. Mientras tanto, Serrato-Cruz et al. (2014) evaluando la interaccion del
distanciamiento entre plantas y N en forma de urea en la producciéon de biomasa y

rendimiento de aceite esencial de una poblacion de T. minuta, encuentran que el aceite
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esencial se incrementa al aplicar 120 kg de este elemento. En lavanda se ha demostrado
que al adicionar fertilizante nitrogenado incrementa significativamente el contenido de
aceite esencial (Arabaci et al., 2007; Biesiada et al., 2008), esta aplicacion no debe

exceder los 100 kg ha™.

El potasio, es un elemento importante en la sintesis de aceites esenciales al encontrarse
en altas concentraciones en la planta, particularmente en tejidos meristematicos y en el
floema (Nurzynsla-Wierdak, 2013); se ha reportado que no tiene efecto en el rendimiento
de aceites esenciales, pero si modifica la composicion quimica de éstos debido al efecto
antagonico de este nutrimento en la absorcion de otros cationes como sodio, calcio y

particularmente magnesio (Ezz EI-Din et al., 2010).

El potasio es el macronutrimento y cation mas abundante en las plantas superiores. En un
estudio con Calendula officinalis se demostr6 que la mayor acumulacién de aceites
esenciales es posible con una dosis de 173.2 kg ha™ de este elemento, con respecto al
tratamiento control; al incrementar la dosis de K a 346.4 kg ha' se identificaron 28
compuestos en el aceite (Khalid, 2013). En menta (Mentha piperita), la mayor produccién
de aceite esencial se obtuvo con una fertilizacion con K de 218 mg L™ (Mollafilabi et al.,
2010); en Pimpinella anisum L., al incrementar la dosis de fertilizacion potasica hay un

incremento de anetol (Al-Awak, 2010).

Con la adicion de azufre, otro macronutrimento, se reporta que al incrementar su dosis, se
aumenta la produccién de eucaliptol en el aceite de albahaca (Zheljazkov et al., 2008).
Caso inverso se reporta en el hierro, que al incrementar su aplicacion en la produccién de
tomillo, se presentd un efecto represivo en el contenido de aceite esencial y en su
composicion quimica (Jabbari et al.,, 2011). Otro estudio de Said Al-Ahl y Mahmoud

(2010), con hierro y zinc, mencionan que al cultivar albahaca bajo estrés salino y
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aplicaciones foliares de estos micronutrimentos, se incrementa el contenido de aceite de
linalol. Por otra parte, el fosforo, calcio, magnesio, azufre asi como algunos
micronutrimentos tienen un papel fundamental en el desarrollo de plantas que producen

aceites esenciales y en la biosintesis de éstos (Prasad et al., 2011).

En Tagetes patula los resultados indican que la fertilizacién incrementa el contenido de
aceites solo en algunas épocas del afio, el contenido de aceite de las flores permanece al
mismo nivel durante la fase de floracién; es decir, no se ve modificado por la fertilizacion

(Stojanova et al., 2000).

Efecto en pigmentos. En relacién a produccion de pigmentos en Tagetes erecta tanto la
nutricion vegetal, como el mejoramiento genético, densidad de plantacion, sanidad vegetal
entre otros incrementan la produccién de flor fresca, como para obtener una mayor
produccién de carotenoides (Sreekala y Raghava, 2003; Kumar et al., 2004).

Biacs et al. (1995) ubican que altas dosis de Mo disminuyen el contenido de carotenoides
en raices de zanahoria, pero elementos como Se y Zn estimulan un incremento en la
sintesis de a—caroteno y luteina, aunque con una disminucién de (3-caroteno cuando hubo

ligeros incrementos en el contenido de carotenoides totales.

En plantas de meldén, Lester y Jifon (2005) observaron que aplicaciones foliares de
potasio durante el desarrollo de la planta, incrementan significativamente el contenido de
B-caroteno. Mientras que en plantas de morera, Kumaret al. (2006) encontraron que con
deficiencia de Mg ocurre una disminucion significativa (de 24 a 46 %) de pigmentos

carotenoides.

Sin embargo, en plantas de nochebuena, Ayala et al. (2008) observaron que aplicaciones

de calcio y boro ocasionaron una disminucién en la concentracién de clorofilas pero un
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aumento en la pigmentacién de bracteas, el cual fue acompafiado de un incremento en la

concentracion de carotenoides.

Se ha demostrado que en cianobacterias y algas rojas, el agotamiento de nutrimentos
provoca un descenso en el contenido pigmentario y en la tasa de fotosintesis, asi, en
condiciones limitantes de nutrimentos, se ha observado un descenso en la concentracion
de ficobilinas que se pueden incrementar si se suministraba nitrégeno (Bartual et al.,

2002).

Mishra y Srivastava (1983) observaron en plantas de maiz (Zea mays L.), que el nitrégeno
inorganico especialmente nitrato, son importantes para dar proteccién a la degradacion de
carotenoides y clorofilas mas que para la biosintesis de éstos. Sujatha y Nagarajan (2013)
demostraron en Spirulina platensis (Geitler) que el contenido de carotenoides totales

increment6 cuando la concentracion de nitrégeno aplicado fue menor.

Por lo anterior, esta investigacion se conforma de cuatro experimentos. En el primero de
ellos (Capitulo 1) se presentan resultados de la evaluacién de dos niveles de NacCl
adicionados a una solucién nutritiva a plantas de T. erecta var. Inca durante la fase de
floracion y posibles cambios en produccion de biomasa, acumulacion de algunos
elementos en diferentes partes de la planta, carotenoides y aceites esenciales.Un
segundo factor abiético evaluado fue la luminosidad; ensayada a cuatro niveles utilizando
mallas sombra y su influencia en la produccién de metabolitos primarios y secundarios los
resultados se presentan en el Capitulo Il. El efecto de la nutricidbn nitrogenada (cuatro
concentraciones en la soluciéon nutritiva) en la produccion de clorofila, carotenoides y
aceites esenciales también se evalu6 y los resultados se muestran en el Capitulo IlI.

Finalmente, el Capitulo IV presenta los resultados de la evaluacién conjunta de dos
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factores abidticos: luminosidad (dos niveles) y nutricidn nitrogenada (tres niveles) en

respuestas agronémicas, fisiolégicas y bioquimicas en cempasuchil.

En el contexto anterior, el objetivo general de esta investigacion fue evaluar los factores

de estrés en respuestas agrondmicas, fisioldgicas y de calidad en T. erecta var. Inca.

Conclusiones de larevision de literatura y justificacion general de la investigacion
Tagetes erecta, mas que una especie ornamental y una flor caracteristica de México,

puede ser una especie explotada de manera industrial por ser multifacética.

Una amplia gama de factores de estrés abidtico como salinidad, luz, deficiencia o
toxicidad nutrimental, sequia, alta o baja temperatura, entre otros, son potencialmente
perjudiciales para las plantas. En respuesta a estos factores, las plantas activan diversos
mecanismos de indole molecular, bioquimico, fisiolégico y morfoldgico, que les permiten
modificar su metabolismo y desarrollar ciertas estrategias adaptativas para sobreponerse

a dichos embates.

De los resultados de investigaciones anteriores en T.erecta se advierte que pocos de ellos
se han enfocado a estudiar factores abidticos en cambios fisiol6gicos y quimicos,
especialmente los relacionados con la produccion de pigmentos florales y aceites
esenciales. La finalidad de este trabajo fue documentar experiencias de investigacion
sobre la influencia de algunos factores ambientales en T. erecta y, en lo posible, el

conocimiento basico generado, ponerlo en préctica en beneficio de la produccion agricola.
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CAPITULO I. RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y NUTRIMENTALES
DE Tagetes erecta Linn. A CONDICIONES DE SALINIDAD

1.1. INTRODUCCION

La salinidad en agua y suelos es un factor limitante en la agricultura de hoy dia. A nivel
mundial se considera que existen mas de 890 millones de hectareas afectadas por
salinidad en diferentes grados, lo que representa aproximadamente 6 % de la superficie
total mundial. En México, 10 % de la superficie irrigada estd afectada por sales (Ruiz-
Cerda et al.,, 2007); en los cultivos causa desbalance nutrimental, estrés osmodtico,
deficiencia de agua y estrés oxidativo, mismo que altera las relaciones hidricas de la
planta, la absorcion y utilizacién de nutrimentos; y ocasiona acumulacion de iones téxicos
(Munns y Tester, 2008; Munns, 2002). El cloruro de sodio (NaCl) constituye la principal
fuente de estrés salino, y se calcula que cerca del 10 % de la tierra cultivable y el 24 % de
las zonas de riego son afectadas por la salinidad que ocasiona (Pessarakli y Szabolcs,

2010).

Los iones Na’ son toxicos para la mayoria de las plantas, y en algunas de ellas el
crecimiento también es inhibido por altas concentraciones de iones CI (Zhu, 2007), por lo
que es necesario realizar evaluaciones de diversas especies y cultivares a este agente de

estrés abidtico.

La tolerancia a la salinidad en plantas superiores es un rasgo fisiolégicamente
multifacético, por tanto involucra diversos mecanismos. Entre los mas importantes se
encuentran el ajuste osmético, reduccion en la absorcion de Na* por parte de las raices y
el incremento de eflujo de este i6n fuera de la célula, secuestro intracelular de Na®,

acumulacion de K* en citosol; secuestro tejido-especifico de Na*, control de la carga de
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este cation en el xilema, exclusion del Na* del vastago y tolerancia al estrés oxidativo
(Zhu, 2003).

La familia Asteraceae incluye especies vegetales que presentan una amplia variacion de
formas de vida, y que se adaptan a diversas condiciones de suelo y clima (Rodriguez-
Elizalde et al., 2010), como el cempasuchil (Tagetes erecta Linn.), especie tolerante a
algunas plagas y enfermedades, gracias a que produce compuestos fendélicos con poder
larvicida efectivo contra Culex quinquefasciatus (Nikkon et al., 2011). Ademas, Bosiacki y
Wojciechowska (2012) reportan hiperacumulacion de Ni en T. erecta, con concentraciones
foliares de este elemento de 212 mg kg™' de materia seca. Entre cultivares de esta
especie se observan diferentes respuestas a la salinidad. El cultivar First Lady es
moderadamente tolerante a salinidad, dado que las plantas muestran sintomas de
toxicidad sélo cuando la conductividad eléctrica de una solucién de NaCl * CaCl, excede
7.9 dS m™* (Huang y Cox, 1988). Valdez-Aguilar et al. (2009a) reportan que los cultivares
Flagstaff y Yellow Climax de T. erecta tienen un crecimiento aceptable con valores de
conductividad eléctrica de la solucion del suelo de 3.64 dS m?, clasificAndose como
cultivares sensibles. Recientemente, Escalona et al. (2012) reportaron que la salinidad
afecta el crecimiento de esta especie, aunque no observaron sintomas especificos de
toxicidad, por lo que Tagetes se puede considerar como una planta Gtil para programas de
revegetacion de superficies con problemas de salinidad, limitante que se esta

incrementando en México.

En particular, para la tolerancia al estrés causado por la salinidad, las plantas modifican la
sintesis de metabolitos secundarios (Wahid y Ghazanfar, 2006). Los metabolitos
secundarios son referidos a menudo como compuestos que no tienen una funcion

fundamental en el mantenimiento de los procesos vitales de las plantas, pero son
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importantes para la interaccién de la planta con su ambiente, su adaptacién a éste y como
defensa (Ramakrishna y Ravishankar, 2011).

De esta manera, en especies tolerantes a salinidad, el incremento en el contenido de
antocianinas es una respuesta de éstas, cuando son sometidas a estrés salino (Parida y
Das, 2005). Asi también como una consecuencia del estrés osmdtico, el ajuste osmatico
en el citoplasma celular debe ser inducido, lo cual conduce a la acumulacion de osmolitos
de bajo peso molecular como rafinosa, glicina betaina y prolina, asi como de proteinas
hidrofilicas de alto peso molecular de la superfamila de proteinas abundantes durante la
embriogénesis tardia (Kosova et al., 2011). Por otra parte, los fenoles derivados de
fenilpropanoides, tales como flavonoides, taninos e hidroxicinamatos (ésteres); son
producidos bajo diversas situaciones de estrés, y representan importantes eliminadores
de radicales libres (Selmar, 2008).

Muchos de los osmoprotectantes incrementan la tolerancia a sales en la planta cuando
son expresados en transgenes (Zhu, 2001). En las células de las plantas los
osmoprotectantes estan confinados en el citosol, los cloroplastos y otros compartimentos
citoplasméticos que en total pueden ser parte del 20 % del volumen total de las células
maduras (el otro 80 % se encuentra en vacuola). Las concentraciones naturales de
osmoprotectantes en los compartimentos del citoplasma pueden llegar a exceder una
concentracion de 200 mM. Tales concentraciones son osméticamente significativas y su
papel fundamental es mantener la turgencia de las células y el gradiente para la captacion
de agua durante las condiciones de estrés (Gonzalez-Hernandez y Pefia, 2002).

Si bien, los efectos del estrés salino se han investigado ampliamente en cultivos, es
necesaria la generacion de informacién referente a las modificaciones del metabolismo
primario, secundario y el balance nutrimental en plantas medicinales como lo es el

cempasuchil, en respuesta a salinidad por lo que el objetivo de esta investigacion fue
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evaluar la tolerancia a la salinidad por NaCl del cv. Inca en la fase de floracion. Dado que
la salinidad puede afectar algunas variables fisioldégicas y nutrimentales, se consideraron
como variables respuesta la biomasa seca de flores, hojas, tallos y raices, asi como las
concentraciones y acumulaciones de macronutrimentos que son absorbidos por la planta
como cationes (K*, Ca* y Mg?) y de sodio (Na*), concentraciones de carotenoides y
flavonoides en flores, clorofilas en hojas; asi como en la identificacion y cuantificacion de

aceites esenciales por 6rgano, en cempasuchil (Tagetes erecta Linn.) var. Inca.

1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Condiciones experimentales y material vegetal

La investigacion se realiz6 bajo condiciones de invernadero. Plantulas de cempasuchil
(Tagetes erecta Linn.) var. Inca (Figura 1.1), de 30 dias emergidas se transplantaron a
macetas de plastico negras de 1 L de capacidad, conteniendo como sustrato inerte una

mezcla de tezontle: perlita (60:40, v:v). El diametro del tezontle fue de 3 mm.

Figura 1.1 Material vegetal utilizado, plantulas de cempasuchil (Tagetes erecta Linn var.
Inca).
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1.2.2. Manejo del experimento

Una vez realizado el trasplante, las plantulas se regaron con agua de la llave (pH 7.3y CE
de 0.37 dS m™) durante siete dias. Posteriormente fueron regadas con la solucién nutritiva
de Steiner al 25 % (Steiner, 1984) con las concentraciones (mol, m?®) siguientes: 3 de
NO;; 0.25 de H,PO,; 1.75 de SO,*; 1.75 de K*; 2.25 de Ca* y 1 de Mg?*. Esta solucién
nutritiva se complement6 con micronutrimentos a partir del producto comercial Tradecorp
AZ™ en las concentraciones descritas por Trejo-Téllez et al. (2013). El pH de la solucion
nutritiva fue ajustado a 5.5 y ésta se suministr6 mediante un sistema de riego por goteo.
Se realizaron dos riegos por dia en cada maceta, cada una de ellas con un volumen de
150 mL. La solucién nutritiva se almacené en tanques de 200 L a los cuales se
conectaron tubos de PVC hidraulico de 1”7 (2.54 cm). Cada gotero tuvo adaptadores de
dos salidas, cada una con un tubin y estaca que fueron colocados en cada maceta. Los

riegos fueron programados usando un temporizador y abastecidos con bombas de %2 HP.

1.2.3. Tratamientos evaluados

Al inicio de la floracion se adicionaron a la solucion nutritiva los tratamientos con NaCl: 10
y 47 mM de NaCl, con valores de conductividad de 1.25 y 5.25, respectivamente. La
adicion de 10 mM de NaCl (1.25 dS m™) no causa dafios ni afectaciones significativas de
ningan tipo en esta especie (Valdez-Aguilar et al., 2009), por tanto puede considerarse
como un tratamiento de referencia. Se realiz6 una poda a los 31 dias después del

trasplante, desbotonando todas las plantas.

1.2.4. Disefio experimental
El diseiio experimental empleado fue completamente al azar, con 32 repeticiones. La

unidad experimental consistié en una maceta con una planta.
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1.2.5. Variables evaluadas

1.2.5.1. Biomasa secay concentracion nutrimental

Después de 30 dias de establecer los tratamientos, cuando las plantas se encontraban
en etapa de floracién, las plantas fueron seccionadas en flores, hojas, tallos y raices (se
eliminé el sustrato de las plantas y éstas se enjuagaron con agua destilada) y secadas en
una estufa de aire forzado a 70 °C por 72 h para determinar la biomasa seca. Las
muestras secas se molieron en un molino de acero inoxidable marca Wiley Modelo 4 con
malla tamiz de 40. Las concentraciones de K*, Ca®*, Mg®* y Na' se determinaron por
digestion humeda del material seco con una mezcla de acidos perclérico y nitrico
(Alcantar y Sandoval, 1999). La lectura de los extractos obtenidos después de la digestion
y filtrado se determin6 en un equipo de espectroscopia de emisién atomica de induccion

por plasma ICP-OES Varian modelo 725-ES.

1.2.5.2. Acumulacién nutrimental
La acumulacion de K*, Ca®*, Mg?* y Na* en flores, hojas, tallos y raices se obtuvo a partir
de los datos de concentracién nutrimental y peso de biomasa seca previamente

determinados.

1.2.5.3. Carotenoides totales en flores

La cosecha de las flores se realiz6 manualmente cuando éstas alcanzaron su mayor
apertura. Las flores cosechadas se secaron en estufa de aire forzado (Felisa, FE291AD,
México) a 40 °C por 48 h; posteriormente se pesaron en una balanza analitica (Ohaus,
Adventurer™Pro, Estados Unidos de América), se molieron y se almacenaron en

recipientes de plastico con tapa a 4 °C, para su posterior analisis. La técnica de extraccion
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de carotenoides totales, se realizé con el método descrito por Nagata y Yamashita (2002).
Las absorbancias de los extractos de diez repeticiones se leyeron en un
espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Multiskan®, Estados Unidos de América) a 453, 503,
645 y 663 nm de longitud de onda; para la estimacion de carotenoides totales, los valores

obtenidos se sustituyeron en la siguiente formula:

Carotenoides totales (mg/100 mL)= (0.216)(Ass3)-(1.220)(As4s)-(0.304)(Asps)+(0.452) (A4s3)

1.2.5.4. Flavonoides totales

La preparacion de la muestra (secado, molido y almacenamiento) es la indicada en el
apartado anterior para carotenoides. La concentracion de flavonoides totales se cuantifico
con un método modificado a partir de los descritos por Ghasemi et al. (2009),
Ebrahimzadeh et al. (2008) y Nanyonga et al. (2013). Se pesaron 75 mg de material
vegetal seco, se agregaron 1.5 mL de metanol al 80 % y se incub6 durante una hora a 70
°C. Cuando el material se enfrié se procedio6 a centrifugar durante 20 min, a 4°C y a 15000
rom. En un tubo de reaccion se colocaron 200 pL del sobrenadante, se agregaron 600 pL
de metanol al 80 %, 40 uL de cloruro de aluminio al 10 %, 40 uL de acetato de potasio 1
My 1120 uL de agua destilada y se agité al agregar cada solucion. Se dejé reposar la
solucion durante 40 min a temperatura ambiente y a oscuridad, los extractos de las
muestras se leyeron en un espectrofotometro (Bausch and Lomb, Spectronic 20, Estados
Unidos de América) a 415 nm. Para la elaboracién de la curva de calibracion que permitié

estimar la concentracion de flavonoides totales se utiliz6 como estandar quercetina.
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1.2.5.5. Identificacion de compuestos de aceites esenciales por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Para esta determinacion, al azar se seleccionaron cuatro plantas por tratamiento en flores,
hojas, tallos y raices. Las muestras se secaron en una estufa de aire forzado a 40 °C por
48 h (Felisa, FE291AD, México), ya secas, secas fueron molidas y se procesaron cada

uno de los érganos de la planta por separado.

Para la identificacion de compuestos se utilizé la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), con un cromatografo de gases (HP-6890) acoplado a
un detector de masas (HP-5973). Se utiliz6 una columna HP-5MS (Largo 30 m, ID 0.250
mm, film 0.25 pm), velocidad promedio de 36 cm seg™. Las condiciones de operacion del
cromatoégrafo fueron: temperatura inicial de 40 °C por 5 min, primera rampa hasta 150 °C,
con un aumento de 9 °C min™. Se mantuvo por 3 min, segunda rampa hasta 220 °C con
un aumento de 9 °C min™. La fuente de iones a 230 °C, cuadrupolo a 150 °C. Inyector
modo splitlees, temperatura de 220 °C, 6.97 psi. Como gas acarreador se uso6 helio y se

inyectd 1 pL de las muestras concentradas en forma manual.

En la identificacion de terpenoides se usoé el programa Data Analysis y la base de datos
que se consultd fue NIST (National Institute of Standards and Technology), basandose en

tiempos de retencion de cada compuesto y los espectros de masas.

1.2.5.6. Clorofilas a, b y totales

La concentracién de clorofilas, se determiné en hojas frescas por el método de Harbone
(1973). La absorbancia de las muestras se realizé en un espectrofotometro (Spectronic
20, Bausch and Lomb), a longitudes de onda de 663 y 645 nm. Los valores obtenidos se
sustituyeron en las siguientes formulas para la estimacion de los pigmentos fotosintéticos.
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Clorofila a = (12-7*A663)‘(2-59*A645)
Clorofila b= (22-9*A645)'(4-70*A663)

Clorofila total = (8.2*Age3)+(20.2A645)

1.2.5.7. Azlcares totales en hojas y flores

Se determind por el método descrito por Southgate (1976): para la soluciébn madre se
trituré 1 g de material vegetal, se agregaron 50 mL de etanol (80 %) y se calenté de 15 a
20 min, colocando de 3 a 4 perlas de ebulliciébn. Se tomé 1 mL de esta solucién para ser
evaporada en bafio maria, posteriormente se diluyé en agua destilada (20 mL). En tubos
de ensayo se colocé 1 mL de esta dilucion se adicionaron 2 mL de agua destilada y 6 mL
de la solucion de antrona. Posteriormente los tubos se colocaron en bafio maria en
ebullicion por 3 min, se colocaron en agua fria y se ley6 a 600 nm en espectofotometro
(Spectronic 20, Bausch and Lomb), usando una curva estandar de glucosa como

referencia.

1.2.5.8. Aminoacidos libres totales

La determinacion de aminoéacidos libres fue en hojas y flores frescas mediante una triple
extraccion etandlica por Geiger et al. (1998). Se pes6 20 mg de material vegetal, se
colocd en tubos de reaccidn para las extracciones etandlicas. Las extracciones etandlicas
se realizaron incubando las muestras en bafio maria durante 20 min a 80 °C; agregando
500 pL de etanol 80 %, 300 uyL de etanol al 80 % y 500 pyL de etanol al 50 %,
respectivamente. La separacion de fases se realizé por centrifugacion (14,000 rpm, 5 min,
4°C). La concentracion de aminodcidos libres se determind empleando el método de

ninhidrina (Moore y Stein, 1954), las muestras se leyeron en espectrofotometro
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(Spectronic 20, Bausch and Lomb) a una longitud de onda de 570 nm. Se utiliz6 leucina

para la elaboracion de la curva patrén.

1.2.5.9. Proteinas solubles totales

La extraccion de proteinas fue en hojas y flores de acuerdo con lo descritopor Hofner et
al. (1989). La cuantificaciéon se hizo en 0.5 g de material vegetal con solucion de negro
amino, la lectura de las muestras se realiz6 en un espectrofotometro (Spectronic 20,
Bausch and Lomb) a una absorbancia de 640 nm. Se utilizé albimina de suero de bovino

para la elaboracion de la curva estandar.

1.2.6. Analisis de resultados
Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente de acuerdo al disefio experimental
empleado, usando andlisis de varianza (ANOVA) del paquete estadistico SAS (SAS,

2011). Las medias se compararon con la prueba de Tukey (P< 0.05).

1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. Biomasa seca

La biomasa seca de flores y tallos fue significativamente menor en el tratamiento con la
aplicacion de 47 mM de NaCl (5.25 dS m™) en comparacién con el suministro de 10 mM
(1.25 dS m™). En flores esta reduccion fue de 42.6 %; mientras que en tallos de 16.5 %
(Figura 1.2). No se observaron diferencias estadisticas en peso seco de hojas y raices,

con valores promedio de 0.74 y 0.40 g, respectivamente.

36



4.0

35 . a NaCl, mM
010
_ 3.0 1 m47
225 -
< b
2.0 -
&
@ 15 -
5 a
2 1.0 1 a a
a
0.0 . . .
Flores Hojas Tallos Raices

Organo de la planta

Figura 1.2 Biomasa seca de flores, hojas, tallos y raices de cempasuchil (Tagetes erecta
Linn.) cv. Inca en fase de floracién después de 30 dias de riego con solucién nutritiva y
dos concentraciones de NaCl. Medias + desviacion estandar, con letras distintas en cada

6rgano indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.

1.3.2. Concentracion y acumulacion de cationes (K, Cay Mg) y de Na
El orden de concentracion de K* fue diferente entre tratamientos. En plantas tratadas con
47 mM de NaCl la mayor concentracion de K* fue registrada en hojas, seguida de flores,

tallos y raices (Figura 1.3A).

En todos los érganos existieron diferencias estadisticas en la concentracién de K, con
excepcion de las hojas. En tallos y raices, la relacion entre la concentracion de K* y la
concentracion de NaCl en la solucion nutritiva fue negativa; es decir, a mayor
concentracion de NaCl en la solucion nutritiva la concentracién de K* es menor. En flores,
por el contrario, la concentracion de K* aumenté cuando la concentracion de la NaCl en la

solucién nutritiva fue mayor (Figura 1.3A).
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El orden de acumulacién de K* en ambos tratamientos de NaCl fue el siguiente flores >
hojas > tallos > raices. La acumulacién de K* en todos los 6rganos evaluados mostro
diferencias significativas, observandose que la mayor concentracibn de NaCl en la

solucién nutritiva, redujo significativamente la concentracién de K* en éstos (Figura 1.3B).
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Figura 1.3 Concentracion (A) y acumulacion (B) de potasio en flores, hojas, tallos y raices
de cempasuchil (Tagetes erecta Linn.) cv. Inca en fase de floracion después de 30 dias de
tratamiento con dos concentraciones de NaCl. Medias = DE con letras distintas en cada

organo indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.
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En hojas y raices no existieron diferencias estadisticas entre tratamientos en la
concentracion de Ca. En flores y tallos con la mayor concentracion de NaCl en la solucion
nutritiva se tuvieron las menores concentraciones de Ca** (Figura 1.4A). El orden de
concentracion de Ca, independientemente del nivel de NaCl adicionado, fue: hojas >

raices > tallos > flores.

La mayor acumulacion de Ca®" se registr6 en hojas, independientemente de la
concentracion de NaCl adicionada a la solucion nutritiva. En hojas, flores y tallos
existieron diferencias estadisticas significativas en la acumulacion de Ca®" entre
tratamientos; existiendo una relacion inversa entre acumulacion de Ca* y NaCl en la
solucién nutritiva; es decir, mayor acumulacion de Ca?" cuando la concentracion de NacCl
fue menor. En raices, la acumulacién de Ca** no fue afectada por la concentracion de

NacCl adicionada en la solucidn nutritiva (Figura 1.4B).
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Figura 1.4 Concentracion (A) y acumulacion (B) de calcio en flores, hojas, tallos y raices
de cempasuchil (Tagetes erecta Linn.) cv. Inca en fase de floracion después de 30 dias de
tratamiento con dos concentraciones de NaCl. Medias + DE con letras distintas en cada
organo indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.

La concentracion de Mg® en los 6rganos de cempasichil no fue afectada por los
tratamientos con NaCl (Figura 1.5A). En la acumulacién de Mg?*, existieron diferencias
estadisticas significativas en flores, hojas y tallos, y se observé una relacion negativa

entre ésta y la concentracion de NaCl en la solucién nutritiva; es decir, con la mayor
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concentracién de NaCl en la solucién nutritiva se registré la menor acumulacién de Mg?*

(Figura 1.5B).
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Figura 1.5 Concentracion (A) y acumulacion (B) de magnesio en flores, hojas, tallos y
raices de cempasuchil (Tagetes erecta Linn.) cv. Inca en fase de floracion después de 30
dias de tratamiento con dos concentraciones de NaCl. Medias + DE con letras distintas
en cada organo indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre

tratamientos.

En tallos, hojas y flores se tuvieron diferencias estadisticas significativas en la
concentracion de Na* entre tratamientos, observandose que con la mayor concentracion
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de NaCl adicionada a la solucién nutritiva se registra la mayor concentracién de este
elemento en todos los 6rganos evaluados (Figura 1.6A).

La acumulacién de Na* en todos los 6rganos fue mayor con la concentracion de 47 mM
de NaCl en la solucién nutritiva. Se destaca la menor acumulacion de este elemento en

hojas (Figura 1.6B), contrario a lo observado para los nutrimentos K*, Ca** y Mg®".
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Figura 1.6 Concentracion (A) y acumulacion (B) de sodio en flores, hojas, tallos y raices
de cempasuchil (Tagetes erecta Linn.) cv. Inca en fase de floracion después de 30 dias de
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tratamiento con dos concentraciones de NaCl. Medias + DE con letras distintas en cada

organo indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P <0.05) entre tratamientos.

La sensibilidad de los cultivos a la salinidad varia de una fase de desarrollo a otra
(Bernstein 'y Hayward, 1958). A medida que las plantas maduran, se vuelven
progresivamente mas tolerantes a la salinidad, particularmente en etapas avanzadas del
ciclo. En tomate (Solanum lycopersicum), por ejemplo, al evaluar la tolerancia a la
salinidad en la fase de crecimiento vegetativo temprano, en la fase de floracion y a partir
del desarrollo del fruto, ésta increment6 a medida que el tratamiento de salinidad se
retrasé (del Amor et al., 2001). Para el caso de producciéon de biomasa de hojas y raices,
los resultados de la presente investigacion coinciden con lo anterior, ya que los
tratamientos con NacCl iniciaron con la aparicién del primer botdn floral, aunque para flores
y tallos si se observaron diferencias significativas por efecto de los tratamientos (Figura
1.2), lo cual puede tener explicacion debido al genotipo evaluado.

Valdez-Aguilar et al. (2009a) evaluaron cinco niveles de conductividad eléctrica (2, 4, 6, 8
y 10 dS m™) en la solucién nutritiva sobre la biomasa seca de los cultivares Flagstaff y
Yellow Climax de cempastchil y reportaron que a 4 dS m™, el peso seco de vastago
disminuyd hasta 30 %; y que el estrés salino adicional no afectaba la produccion de
biomasa seca. También reportaron que el nimero y diametro de flores son afectados
negativamente con CE superior a 8 dS m™. En la presente investigacion, dado que los
tratamientos de NaCl fueron aplicados en la fase de floracion, la biomasa seca en flores
fue la mas afectada; en éste 6rgano se observd una reducciéon de 42.6 % al adicionar 47
mM de NaCl (solucién nutritiva con CE de 5.25 dS m™), en comparacion con la adicién de

10 mM de NaCl (solucién nutritiva con CE de 1.25 dS m™).
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Los iones Na' y K comparten algunas propiedades similares y los transportadores no
discriminan entre ellos, por lo que excesos de Na* pueden no sélo afectar negativamente
la absorcion de K' sino también conducen a la acumulacion de Na* en las células
vegetales (Pardo y Quintero, 2002). Esta tendencia es observada en la disminucién de la
concentracion de K* en tallos y raices de plantas tratadas con la mayor concentracion de
NaCl (47 mM). En hojas, la concentracion de K* no fue afectada significativamente por la
presencia de NaCl, mientras que en flores la concentracion de este elemento fue mayor
cuando la dosis de NaCl se incrementé (Figura 1.3A); no obstante al observar la
acumulacion de K en los 6rganos evaluados (Figura 1.3B) se observa un antagonismo

de Na' sobre K.

Las concentraciones de K* en hojas del cv. Inca en esta investigacion corresponden en
porcentaje a 1.48 y 1.43 para los tratamientos con 10 y 47 mM de NacCl, respectivamente
(Figura 1.3A). Valdez-Aguilar et al. (2009b) reportan concentraciones foliares de K* de
aproximadamente 1.5 % en los cultivares Flagstaff y Yellow Climax regados con una
solucién nutritiva con un pH de 6.4 y una CE de 2 dS m™; éstos se reducen en ambos
cultivares a menos de 0.7 % con el aumento de la CE a 10 dS m™. En el cv. Double Eagle
de la especie en estudio, Ahmad et al. (2011) reportan concentraciones de K* en hoja
entre 2.8 y 2.9 %, en tanto que en el cv. Siracole, Pal y Ghosh (2010) determinan
concentraciones foliares de K entre 3.4 y 4 %. Sin embargo, ninguno de estos estudios

consigna intervalos de suficiencia nutrimental para esta especie.

La reduccion en la relacion de concentraciones K'/Na* en hojas se ha considerado como
un indicador de desbalance i6nico en diversas especies como arroz (Asch et al., 2000;
Garcia-Morales et al., 2012) y algoddn (Ali et al., 2008), entre otros. En este sentido, al

considerar los resultados de concentracion de K* y Na* en hojas (Figuras 1.3A y 1.6A,
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respectivamente), se observa una disminucion en el valor de esta relacion en las hojas de
cempasuchil de més de cuatro veces (30.6 vs 7.3) cuando la concentracion de NaCl es
incrementada de 10 a 47 mM en la solucién nutritiva, lo que indica que la concentracion

de NaCl de 47 mM ocasiona desbalance i6nico en hojas de cempasuchil.

La concentracién de Ca?* en hoja no fue afectada significativamente por la concentracion
de NaCl en la solucién nutritiva) y se encontraron valores superiores a 7 % en ambos
tratamientos (Figura 1.4A), lo cual es contrario a lo reportado por Valdez-Aguilar et al.
(2009b) para los cultivares Flagstaff y Yellow Climax, dado que el incremento en la
conductividad eléctrica en la solucion nutritiva causé una disminucion generalizada de la
concentracion foliar de Ca?", por lo que las concentraciones foliares de Ca®*" en estos
cultivares variaron entre 5.4 y 5.7 %, cuando se regaron con soluciones nutritivas con CE
de 2 dS m™, mientras que cuando la CE fue de 10 dS m™ la variacion vari6 entre 4.8 y 5

%.

En flores y tallos, el incremento en la concentracion de NaCl en la solucion nutritiva redujo
significativamente la concentracion de calcio (Figura 1.4A). En este sentido, Ebert et al.
(2002) sefialan que las relaciones cati6nicas en vastago, como la de Ca*/Na’ tienen una
gran influencia sobre la tolerancia a la salinidad mas que los niveles absolutos de sodio.
La presencia de altas concentraciones de calcio inducen sefiales y la diferencia de
concentracion a través de la membrana plasmatica resulta en un gradiente electroquimico
que favorece el influjo de calcio. La relaciéon de concentracion Ca®*/Na* en el tratamiento
consistente en la adicién de 10 mM de NaCl a la solucién nutritiva fue de 146.1; mientras

gue con el suministro de 47 mM de NacCl fue de 37.5.

El estrés osmotico causado por alta salinidad conduce a déficit hidrico, lo que reduce la

transpiracion y afecta negativamente el transporte a larga distancia de iones de baja
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movilidad como el calcio, creando deficiencia de este elemento, particularmente en tejidos
de rapido crecimiento (Maathuis, 2006). Reflejo de este estrés osmaético es el efecto

negativo del NaCl sobre la acumulaciéon de Ca* en flores, hojas y tallos (Figura 1.4B).

En el caso de Mg®*, no se observa efecto de la salinidad sobre la concentracion en los
organos evaluados (Figura 1.5A); por el contrario, en flores, hojas y tallos se evidencia
una relacién negativa entre la acumulacién de Mg? y la concentraciéon suministrada de
NaCl (Figura 1.5B). Valdez-Aguilar et al. (2009b) reportan incrementos en la
concentracion foliar de Mg? a medida que se incrementa la conductividad eléctrica del
agua empleada para el riego en T. erecta, con valores que oscilan entre 1.33 a 2.86 % en
el cv. Flagstaff y de 1.02 a 2.67 % para el cv. Yellow Climax, con una CE de la solucién
empleada para el riego de 2 a 10 dS m™, respectivamente, en ambos casos. Las plantas
difieren en sus respuestas a la salinidad y muchas especies tolerantes a este estrés
acumulan Na* en todos sus tejidos; algunas otras, como las haldfitas tienen mecanismos
efectivos de exclusion mediante los cuales restringen la acumulacion de niveles

potencialmente toxicos de Na* en sus hojas (Munns y Tester, 2008).

A pesar de la disminucion de los valores en las relaciones de concentracion de cationes
esenciales y Na* en hoja previamente indicados, la baja concentracién de Na* en hojas en
comparacion con la concentracion de este elemento en raices, asi como la baja
acumulacién de este elemento en hojas en comparacién con el resto de los érganos;
evidencian la capacidad de exclusion de Na* del cv. Inca de esta especie (Figura 1.6).
Mecanismos de exclusion de Na* en hojas en dos cultivares de T. erecta Linn. (Flagstaff y
Yellow Climax) y en el cv. French Vanilla de T. patula los reportan Valdez-Aguilar et al.

(2009b).
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1.3.3. Carotenoides totales en flores

Entre los antioxidantes no enzimaticos se encuentran los carotenoides, mismos que se
presentan de manera ubicua en plantas y han sido reportados como actores vitales en la
mitigacion de efectos adversos de la salinidad en el crecimiento y metabolismo vegetal
(Rawia et al., 2011). Ejemplo de esta relacidon directa entre el nivel de salinidad y
concentracion de carotenoides, son los resultados de Borghesi et al. (2011), quienes
reportaron que el estrés salino puede conducir a incrementos similares o superiores en el
fruto de tomate de carotenoides y antocianinas, a aquellos logrados por la ingenieria
genética; por tanto, esto representa una opcién con potencial de explotacién considerable
de los suelos salinos para obtener tomates con niveles mayores de metabolitos
secundarios. Asimismo, en brotes de trigo sarraceno (Fagorpyrum esculentum M.)
tratados con 50 y 100 mM de NaCl, la concentracion de carotenoides fue dos veces mas
grande a plantas testigo (Lim et al., 2012). No obstante lo anterior, en esta investigacion la
concentracion de carotenoides totales en flores fue reducida significativamente, con la
adicion de 47 mM de NaCl, en comparacién con el suministro de 10 mM de NaCl; dicha

reduccién es del orden del 26.7 % (Figura 1.7).
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Figura 1.7 Carotenoides totales en flores de plantas de cempasuchil var. Inca, tratadas
con dos concentraciones de NaCl en fase de floracion. Medias + DE con letras distintas

indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.m.s.=materia seca.

1.3.4. Flavonoides totales en flores

La concentracion de flavonoides en flores tuvo una relacion negativa con la concentracion
de NaCl en la solucién nutritiva; observandose que el aumento de NaCl de 10 a 47 mM
redujo en 27.9 % la concentracion de éstos (Figura 1.8). De manera similar, en
manzanilla (Matricaria chamomilla L.) tratada con diferentes niveles de NaCl (40, 80, 120
y 190 mM), se observé una reduccion en la concentracion de flavonoides respecto al
testigo (sin NacCl); no obstante, con una concentracion de NaCl de 40 mM, se encontré el
mayor contenido de flavonoles 3-O-glicésidos, flavonoides més abundantes en flores de

esta especie (Afzali et al., 2007).
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Figura 1.8 Flavonoides totales en flores de plantas de cempasuchil var. Inca, tratadas con
dos concentraciones de NaCl en fase de floracion. Medias + DE con letras distintas

indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. m.s.=materia seca.

Contrario a los resultados de flavonoides obtenidos en este estudio, en hipocotilos y
cotiledones de plantulas de tomate (Solanum esculentum cv. H-2274) y de col roja
(Brassica oleraceaeconvar. capitata (L.) Alef. var. rubra DC., cv. Moéhrenkopf), se
observaron incrementos graduales en las concentraciones de antocianinas, a medida que

se incremento la concentracion de NaCl desde 0 a 150 mM (Eryilmaz, 2006).

1.3.5. Aceites esenciales por 6rganos

Los tiempos de retencion de los compuestos de aceites esenciales identificados en hojas,
flores, tallos y raices se presentan en el Cuadro 1.1.Es importante destacar la amplia
diferencia que existe en los componentes de aceites esenciales entre especies de
Tagetes, dado que de los compuestos aqui identificados no coinciden con los reportados
en Tagetes coronopifolia Willd, los cuales son: en raices 2, 7, 7-trimetilbiciclo[3.1.1]
heptan-2-ol y (1S, 2R, 5S) -4, 6,6-trimetilbiciclo[3.1.1] hept-3-en-2-ol (verbenol) (38 %); en
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tallo-hoja, (1S) -6,6-dimetil-2-metilen-biciclo[3.1.1] heptan-3-ona , (1R)-cis-4,6,6-
trimetilbiciclo-[3.1.1] hept-3-en-2-ona (verbenona), 2-oxo-decanoato de metilo y 2,7,7-
trimetilbiciclo[3.1.1] hept-2-en-6-ona (crisantenona) (41 %); mientras en flores, (1S)-6,6-

dimetil-2-metilen-biciclo[3.1.1] heptan-3-ona y verbenona (Diaz-Cedillo et al., 2013).

Cuadro 1.1 Tiempos de retencion de compuestos identificados en aceites esenciales de
hojas, flores, tallos y raices de plantas de cempasuchil tratadas con dos niveles de NaCl.

Compuesto Tiempo de Compuesto Tiempo de

retencion, retencion,

min min

D-Limoneno 12.21 B- Mirceno 11.36
Ocimeno 12.59 Piperitona 16.5
Cariofileno 19.47 Farneseno 20.04
a-Pineno 9.95 Oxido de cariofileno 23.2
Trans-pineno 27.5

El nimero de compuestos y su concentracion en el aceite proveniente de hojas, fueron
superiores con el nivel bajo de salinidad evaluado (10 mM), siendo los mas abundantes D-
limoneno (8.52 %) y ocimeno (6.33 %) y superiores en 58.92 y 46.13 %, respectivamente,
a los contenidos de éstos registrados en hojas de plantas tratadas con 47 mM NacCl.
Asimismo, es importante destacar que solo con la adicion de 10 mM NacCl, se identificaron
trans-pineno, B-mirceno y piperitona (Figura 1.9A). Rawia et al. (2011) reportan que en
aceite proveniente tejido fresco de plantas de Tagetes erecta sometidas a tres
concentraciones de NaCl (salinidad), se encontraron diez compuestos: cis-p-
ocimeno, p—farneseno, 6xido de trans-linalool, piperetona, B-jonona, trans-cariofilasa,

oxido de cariofilasa, eugenol, linallool y acido hexa-decanoice metil éster; en todos éstos,
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la concentracién relativa fue reducida a medida que la concentracibn de NaCl se
incrementd. Independientemente del tratamiento, los compuestos mas abundantes fueron
trans-cariofileno y eugenol. Asi, este estudio coincide parcialmente con los resultados de
esa investigacion; es decir, una menor concentracion relativa de aceites esenciales a
medida que incrementa la concentracién de NaCl; y difieren en la cantidad y tipo de
compuestos identificados.

Contrario a los resultados obtenidos en hojas, en flores se encontraron tres compuestos
en los aceites esenciales con mayor salinidad; mientras que con la menor salinidad solo
dos, cariofileno y éxido de cariofileno. El farneseno solamente se identificé bajo mayor
concentracion de NaCl en porcentaje de 1.28 (Figura 1.9B). Coincidentemente, en
plantas de menta (Mentha piperita L.) se observaron incrementos en algunos
componentes de aceites esenciales en respuesta al tratamiento de NacCl, entre los que se
encuentra el trans-B-farneseno en una concentracion relativa de de 0.01 y 0.89 %
correspondiente con los tratamientos 0 y 50 mM de NacCl, respectivamente; mientras que
con 100 mM NaCl no se pudo detectar. En el caso de la concentracion relativa de L-
mentol, principal constituyente en el aceite esencial de esta especie, ésta incrementd
gradualmente con el aumento de la dosis de NaCl a 50 y 100 mM (Khorasaninejad et al.,

2010).
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Figura 1.9 Aceites esenciales identificados en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D)
de plantas de cempasuchil var. Inca, tratadas con dos concentraciones de NaCl en fase
de floracion.

Tendencias similares a las registradas en flores, se observaron en tallos; es decir, tres
compuestos identificados en plantas tratadas con 47 mM; mientras que solo la piperitona
se detectd con la menor concentracion de 10 mM NaCl; no obstante, su concentracion

super6 en 26.63 % a la encontrada con mayor concentracion de NaCl (Figura 1.9C).
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En raices, con la dosis alta de NaCl se identificaron cariofileno, farneseno y éxido de
cariofileno; de éstos solo farneseno con el incremento en NaCl. Asi también solo el
compuesto piperitona se identificé en raices de plantas sometidas a bajos niveles de
salinidad (Figura 1.9D).

Consistentemente se observa que la concentracién relativa de piperitona, en aceite
proveniente de hojas, tallos y raices fue afectada de manera importante por el aumento de
la salinidad (Figura 1.9).

El incremento de contenido de aceite esencial, como el observado en flores, tallos y
raices de T erecta var. Inca se ha reportado en otras sometidas a factores que causan
estrés osmdtico. Los contenidos de aceite y de prolina esenciales de albahaca se
incrementan cuando las plantas se sometieron a estrés hidrico; por el contrario, el
crecimiento se inhibié significativamente (Baeck et al., 2001). Asi también, Hendawy y
Khalid (2005), reportan que los contenidos de aceite esencial, carbohidratos totales y
prolina aumentaron en forma significativa con el incremento en el nivel de estrés salino en

plantas de salvia (Salvia officinalis L. Sage).

1.3.6. Concentracion de clofofilas

En el Cuadro 1.2 se presentan las concentraciones foliares de clorofilas bajo dos niveles
de NaCl. Las concentraciones de clorofilas a y total no se afectaron por el nivel de NaCl
adicionado a la solucion nutritiva; mientras que, la concentracion de clorofila b, fue
estadisticamente superior con el tratamiento con baja concentracién de NaCl (10 mM), en

compracion con el de 47 mM.
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Cuadro 1.2 Concentraciones foliares de clorofilas bajo dos niveles de NaCl.

Clorofila
NaCl, mM a b total
10 67.42+1.46 a 23.10£0.51b 91.43+1.87 a
47 48.80+2.73 a 15.02+0.39 a 64.48 +5.82 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

En un estudio con papaya (Carica papaya L.), donde se evaluaron distintas
conductividades eléctricas (0.001, 2.0, 4.0 y 8.0 dS m™), se observé una reduccion
significativa del contenido de clorofila en plantas tratadas con 8 dS m™ de conductividad
eléctrica (Parés y Basso, 2013).De igual manera, en trigo harinero el contenido de clorofila
a disminuyé a medida que se increment6 la conductividad eléctrica hasta 12 dS m™
(Argentel et al., 2009). En otro estudio realizado en plantulas de Stylosanthes guianensis y
Centrosema molle, la concentracion de clorofila a y total disminuy6 significativamente con
la adicién de 200 mM de NaCl (Fuentes et al., 2010).

Los trabajos sobre los efectos del estrés salino en las plantas se han centrado
principalmente en el crecimiento, la acumulacion de prolina, contenido de clorofila,
relacion K*/Na*, relacion Ca®*/Na‘, acumulacion de Na® y CI. Se ha dicho que los
genotipos con una alta acumulacién de prolina y contenidos de clorofila, asi como con alta
relacion K*/Na’, y baja acumulacion de Na* y CI" son mas tolerantes a la sal (Mane et al.,
2011). Considerando lo anterior, es posible afirmar que T. erecta var. Inca es una especie
tolerante a niveles de NaCl de 47 mM.

1.3.7. AzGcares totales en hojas y flores

Gupta y Huang (2014) mencionan que para tolerar la salinidad las plantas requieren

solutos compatibles acumulados tanto en el citosol como en los organulos, donde éstos
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funcionan en el ajuste osmatico y osmoproteccion. Una categoria principal de solutos
osmoticos organicos consiste de azlUcares simples (glucosa y fructosa), azUcares
alcoholicos (glicerol e inositoles metilados) y azucares complejos (trealosa, rafinosa y
fructosano) y almidén que se acumulan bajo estrés salino. Sus funciones principales son
como osmoprotectantes, en el ajuste osmdético, almacenamiento de carbono y la
eliminacion de radicales libres (Parida et al., 2002). En esta investigacion, tanto en hoja

como en flor no hubo diferencias significativas entre tratamientos (Figura 1.10).
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Figura 1.10 Azlcares totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil var.
Inca, tratadas con dos concentraciones de NaCl en fase de floracion. Medias + DE con
letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.
PF=peso fresco.

En un estudio con dos cultivares de sorgo dulce cultivados con solucion nutritiva que

contenia distintas concentraciones de NacCl (0, 30, 60 y 90 mM), se observo que a medida
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que la salinidad aumenta, los contenidos de sacarosa y glucosa en los dos cultivares
disminuyeron; mientras que por el contrario, el contenido de fructosa aumento (Almodares
et al., 2008). Si bien no existieron diferencias en las concentraciones totales de azlcares
tanto en hoja como en flores (Figura 1.10), Siringam et al. (2011), mencionan que la
acumulacién de azuUcares se relaciona con una mayor concentracion de sodio a nivel
celuar.

1.3.8. Aminoacidos libres totales en hojas y flores

En esta investigacion la concentracién de aminoacidos libres totales en hojas fue reducida
significativamente, con la adicién de 47 mM de NaCl, en comparacion con el suministro de
10 mM de NaCl (Figura 1.11A). En flor esta variable no fueafectada significativamente por

el nivel de NaCl (Figura 1.11B).
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Figura 1.11 Aminoécidos libres totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas con dos concentraciones de NaCl en fase de floracion. Medias + DE
con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.

PF=peso fresco.
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Se ha comprobado que las plantas bajo algun tipo de estrés incrementan la concentracion
de aminoacidos libres totales. Rawia et al. (2011) en T. erecta, se reporta que un
tratamiento con NaCl con 300 mg L™, aumenta los niveles de aminoacidos como prolina,
acido glutamico y arginina en 5.26, 4.89 y 2.42 %, respectivamente, en comparacion con
el testigo. De manera similar Gilbert et al. (1998) mencionan que para Coleus blumei en
condiciones de estrés salino hay acumulacion de aminoacidos en tejido vegetal,
principalmente de arginina, asparagina y serina. En las células de las plantas los
osmoprotectantes estan tipicamente confinados en el citosol, cloroplastos y otros
compartimentos citoplasmaticos que en total pueden ser parte del 20 % del volumen total
de las células maduras (el otro 80 % se encuentra en vacuola). Las concentraciones
naturales de osmoprotectantes en los compartimentos del citoplasma pueden llegar a
exceder una concentracion de 200 mM. Tales concentraciones son osmoticamente
significativas y su papel fundamental es mantener la turgencia de las células y el
gradiente para la captacion de agua durante las condiciones de estrés (Gonzalez-
Hernandez y Pefia, 2002). Esta respuesta de acumulacion de amino&cidos en hojas no se
observd en este estudio con la dosis alta de NaCl que se evaluo; sin embargo, es
importante destacar la diferencia significativa entre los dos tratamientos evaluados,
mostrando que plantas tratadas con la dosis baja de NaCl tuvieron una concentracion de
aminoacidos superior en dos veces a la registrada en plantas con las dosis altas de NaCl
(Figura 1.11A).

1.3.9. Proteinas solubles totales en hojas y flores

Uno de los mecanismos afectados por el estrés salino en plantas es la sintesis de
proteinas, se sabe que el contenido de proteinas solubles es un indicador importante del

estado fisiol6gico de las plantas (Doganlar et al., 2010). La concentracion de proteinas en
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hojas de cempasuchil (Figura 1.12A), siguié una tendencia similar a la mostrada en
concentracion de aminoécidos libres totales en respuesta a la concentracion de salinidad
(Figura 1.11). En flor esta variable no fue significativamente afectada por el nivel de NaCl

(Figura 1.12B).

1.00
A 5 0.90 a
B 0.80 / b
ST 070
2/
= 0.60
= 2§ 0.50
ZE o040
= 030
s o
£ 020
2 0.10
| .
= 0.00 .
10
B. _ 0.76 :
¥ ]
0.74 2
5 a
g o 0m
= = 0.70
L
= =11
S o 068
% 0.66
2 Q
E5  0.64
ot
o 0.62
[l
0.60 .

10 47
NaCl en la solucion nutritiva (mM)

Figura 1.12 Proteinas solubles totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas con dos concentraciones de NaCl en fase de floracién. Medias + DE
con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.

PF=peso fresco.
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Segun EI-Monem y Sharaf (2008), en un estudio con cinco cultivares de lentejas egipcias
se prob¢ la tolerancia a diferentes niveles de salinidad (0, 50, 100, 150, 200 y 250 mM),
como resultado obtuvieron que en Giza 51, el contenido de proteinas solubles se
incrementaron en el nivel mas bajo de NaCl (50 mM), se redujo de manera significativa a
100 y 150 mM siendo altamente significativa en el contenido de proteinas en los brotes de
los cultivares Giza 4 y Giza 370, en el presente estudio el comportamiento fue similar, a
menor concentracion de salinidad mayor contenido de proteinas solubles aunque
pareciera que fuera lo contrario debido a que su nivel mas bajo fue de 50 mM y en tanto
que en este estudio el nivel mas alto de salinidad fue de 47 mM; sin embargo, cuando
incrementan la concentracion de salinidad se reduce el contenido de proteinas solubles,
esto pudiera deberse a la etapa fenol6gica en que fueron aplicados los tratamientos. De la
misma manera, en un estudio con Brassica junceain-vivo el contenido de proteinas
solubles en hoja disminuyen de manera gradual al incrementar el estrés salino (Hussain,
2013).

Aunado a lo anterior expuesto, T. erecta var. Inca es una especie moderadamente
tolerante a la salinidad; al incrementar la dosis de NaCl present6 efectos negativos en la
biomasa seca, cationes esenciales, metabolitos secundarios, contrario en clorofilas y otros
metabolitos primarios se registraron efectos positivos al incrementar la salinidad. Seria
interesante evaluar otras variedades a otras concentraciones de salinidad es decir
podriamos evaluar una dosis intermedia y una mas alta para concer el comportamiento, o

implementar el cultivo en un suelo salino en México.
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1.4 CONCLUSIONES

La salinidad disminuyd la produccion de biomasa en flores y tallos. Con la dosis més alta
de salinidad en la solucién nutritiva suministrada a plantas de cempasuchil durante la fase
de floracion se redujo la acumulacién de cationes esenciales en parte aérea.

El cultivar Inca presentd capacidad de exclusion de Na' en hojas, el cual ha sido
reportado como un mecanismo de tolerancia a Na* en especies vegetales.

La aplicacion de 47 mM NaCl reduce los componentes y su concentracién en el aceite
esencial en hojas y aumentan en flores, tallos y raices.

Las concentraciones de carotenoides y flavonoides disminuyeron con el incremento de
NacCl; por el contrario, las concentraciones de clorofilas a y total no fueron afectadas por el
nivel de NacCl, mientras que, la concentracion de clorofila b se increment6 con el aumento
en la concentracion de NacCl.

La concentracibn de aminoacidos incrementé con dosis mas alta de salinidad y las
proteinas solubles totales disminuyeron con el incremento de NaCl en hojas y por el
contrario, las concentraciones de azUcares totales no se vieron influenciadas por los

tratamientos.
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CAPITULO Il. RESPUESTAS MORFOLOGICAS, FISIOLOGICAS Y
DE CALIDAD EN CEMPASUCHIL (Tagetes erecta Linn.) BAJO
ESTRES DE LUMINOSIDAD

2.1. INTRODUCCION

La luz es un factor fundamental para los procesos fisioldgicos en las plantas, siendo el
mas importante de éstos la fotosintesis; asi también la luz proporciona la fuente de
energia para su ciclo de vida, desde la germinacion, desarrollo de la plantula y la
transicion al desarrollo productivo (floracion) (Caldari, 2007; Chen et al., 2004; Jiao et al.,
2007). Paraddjicamente, hay un proceso que inhibe la fotosintesis por exceso de
radiacion denominado fotoinhibicién, que en gran medida afecta la produccion en
condiciones de campo. Ademas, las plantas de sufren estrés por una elevada radiacion
solar, debido a que pigmentos del complejo antena de los fotosistemas absorben mas
energia luminica de la que puede utilizarse en el proceso de fotosintesis (Tadeo, 2000).
Muchos procesos, que se ven influenciados por la irradiacién, pueden afectar la
supervivencia de la planta, su crecimiento, reproduccion y distribuciéon (Keller y Littgge,
2005; Kumar et al., 2011).

La luz también influye en la temperatura de las hojas y en el balance hidrico, en la
asimilacién de carbono y en el crecimiento de érganos y tejidos. Particularmente incide en
la germinacién, el desarrollo y curvatura de tallos, expansion de hojas y floracion (Caldari,
2007).

La radiacion fotosintéticamente activa (RFA) es definida como la fraccion util de la
radiacion solar para el proceso de fotosintesis. La absorcion y utilizacion de ésta es uno
de los factores més importantes que limitan la productividad de las plantas (Taiz y Zeiger,
2006). Para contrarrestar los efectos de intensidad luminosa excesiva, se usan mallas

sombra negras que son utilizadas en el cultivo protegido de plantas horticolas como
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técnica de control de la luz y temperatura (Ayala-Tafoya et al., 2011). Si se considera que
el calor se produce por la radiacion infrarrojo cercano del espectro electromagnético o
energia radiante del sol, una malla sombra ideal deberia ser un filtro selectivo que
detuviera esa radiacion sin afectar la parte visible o util para la fotosintesis (Juarez-Lépez
et al., 2011).

Por otra parte, la produccion de metabolitos secundarios derivados de plantas medicinales
y aromaticas, incluyendo los aceites esenciales, puede ser afectada por el sombreado, ya
que el carbono fijado en la fotosintesis es el componente fundamental de compuestos
organicos (Paez et al.,, 2000, Sangwan et al.,, 2001). La sintesis de compuestos
farmacéuticos en plantas medicinales es influenciada por cambios de intensidad luminosa
y es de consideracion su impacto en la morfologia y fisiologia de la planta (Briskin et al.,
2001). Por tanto, este factor no solo modifica el crecimiento y desarrollo vegetal, sino
también la biosintesis de metabolitos primarios y secundarios (Kurata et al., 1997).
Existen mudltiples reportes relacionados con la influencia de la luminosidad en el
rendimiento de aceite esencial, mismos que evidencian que cada especie responde de
manera diferente a la intensidad de luz.

En tomillo (Thymus vulgaris) aumenta la concentracion de timol y mirceno del aceite
esencial cuando se cultiva a plena luz del sol (100 % de luminosidad) (Li et al., 1996). Por
el contrario, en estudios con eneldo (Anethum graveolens), salvia (Salvia officinalis) y
cordoncillo (Pothomorphe umbellata) realizados por Marchese et al. (2008), se reporta un
mayor rendimiento de aceite esencial al cultivarlas bajo sombra; asi mismo, Souza et al.
(2010) evaluaron la composicién quimica y rendimiento del aceite esencial de hojas de
plantas de cordoncillo (Pothomorphe umbellata) sometidas a tres niveles de sombreado

(30, 50 y 70 %) y pleno sol (0 % de sombreado); registrandose el mayor rendimiento de
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aceite en plantas con el 30 % nivel de sombreado, identificando 26 componentes, de
todos el trans-nerolidol fue predominante.

En un estudio con salvia romana o amaro (Salvia sclarea L.) donde evaluaron cuatro
niveles de sombreado (0, 25, 50, 75 %), se reportd que el contenido y rendimiento de
aceite se redujeron con el incremento en el nivel de sombreado. Los componentes mas
abundantes fueron acetato de linalilo y esclareol con 25 % de sombreado, D-germacreno
con 50 % de sombreado, y linalol sin sombreado (Kumar et al., 2013).

Algunos mecanismos de proteccién a los fotosistemas, como medidas de disipacion del
exceso de energia luminica son el ciclo Halliwell-Asada, el flujo ciclico de electrones
alrededor del PSI (Fotosistema 1), degradacion de proteinas, el ciclo de las xantofilas
entre otros (Casierra-Posada, 2007). Este ultimo puede ser un mecanismo de defensa de
la especie T. erecta debido al contenido de carotenoides presentes en las ligulas.

En una investigacion donde se estudié el efecto de la luz en la acumulacion de
carotenoides en soluciones de luteina en T. erecta, realizada por Sanchez-Millan et al.
(2006), los cultivos permanecieron bajo dos ambientes de luminosidad (un invernadero de
plastico y otro de vidrio); en el invernadero de plastico se tuvo mayor concentracion de
xantofilas totales (3.12 g kg™) que en el de vidrio (2.14 g kg™); se concluy6é que la
biosintesis de carotenoides es influenciada tanto por la cantidad y calidad de la luz como
por el tiempo de exposicidn, ya que estas variables afectaron se afecté de las especies
quimicas de los carotenoides.

Ubaldo-Suarez (2007) evalla los efectos de dos ambientes de radiacion
fotosintéticamente activa (RFA), con y sin malla, en el desarrollo y acumulacién de
carotenoides en ligulas de T. erecta. El cultivo sin malla recibi6 mayor RFA, en
comparacion con el que se encontraba bajo la malla. De acuerdo con lo anterior se

presentd una reduccion del didmetro de las cabezuelas y contenido de xantofilas totales,
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en contraste con las cultivadas con malla. Por lo anterior, altas irradiaciones de RFA en
cabezuelas de T. erecta ocasiona que la concentracion de carotenoides (luteina y
zeazantina) disminuya.

Por otra parte, la biosintesis fendlica requiere o es reforzada por la luz, la formacion de
flavonoides es absolutamente dependiente de la luz y su tasa biosintética esta
relacionada con la intensidad y densidad de la luz (Ghasemzadeh, 2010).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de distintos niveles de sombreado
(niveles de luminosidad) tienen en aspectos morfolégicos, fisiolégicos y de calidad de

Tagetes erecta Linn. var. Inca.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Condiciones experimentales y material vegetal

La investigacion se realiz6 bajo condiciones de invernadero, en agosto de 2012.
Plantulas de cempasuchil (Tagetes erecta Linn.) var. Inca de 30 dias emergidas se
transplantaron a macetas de plastico negras de 1 L de capacidad, conteniendo como
sustrato inerte una mezcla de tezontle:perlita (60:40, v:v). El diametro del tezontle fue de 3
mm.

2.2.2. Manejo del experimento

Una vez realizado el trasplante, las plantulas se regaron con agua durante siete dias;
posteriormente con una soluciébn nutritiva de Steiner al 30% (Steiner, 1984)
complementada con micronutrimentos a partir del producto comercial Tradecorp AZ™, en
las concentraciones descritas por Trejo-Téllez et al. (2013). El pH de la solucion nutritiva
fue ajustado a 5.5 y ésta se suministrO mediante un sistema de riego por goteo. Se
realizaron dos riegos por dia en cada maceta, cada uno de ellas con un volumen de 150

mL. La solucién nutritiva fue almacenada en un tanque de 200 L que se conectd a tubos
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de PVC hidraulico de 1” (2.54 cm). Cada gotero tuvo adaptadores de dos salidas, cada
una con un tubin y estaca que fueron colocados en cada maceta. Los riegos fueron
programados usando un temporizador y abastecidos con bombas de ¥ HP. Se realiz6

una poda a los 31 dias después del trasplante, desbotonando todas las plantas.

2.2.3. Tratamientos evaluados

Al inicio de la floracion (33 ddt), se aplicaron tratamientos, que consistieron en diferentes
niveles de sombreado; a decir: 0, 30, 50 y 70 %; mediante el uso de mallas. Cada uno de
los tratamientos tuvo 20 repeticiones. Se coloc6 un Data logger debajo de cada malla por

tratamiento, para las mediciones ambientales.

A continuacion se presentan la condiciones climaticas medias (intensidad luminosa,
temperatura y humedad relativa) en cada uno de los tratamientos evaluados (Cuadros

2.1,2.2y 2.3).

2.2.4. Disefio experimental
El disefio experimental empleado fue completamente al azar, y como se menciond con
anterioridad, cada uno de los tratamientos tuvo 20 repeticiones. La unidad experimental

consistié en una maceta con una planta.

2.2.5. Variables evaluadas

Las variables morfolégicas evaluadas, se midieron 15, 30 y 80 dias después del inicio de

tratamientos.
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Cuadro 2.1 Temperaturas maxima, minima y media en °C, registradas en el invernadero con los cuatro porcentajes de sombreado evaluados
en el afio 2012.

Porcentaje de sombreado

Mes 0 30 50 70

Maxima Minima Media Maxima Minima Media Maxima Minima Media Maxima Minima Media
Septiembre 23.7 18.5 21.0 24.4 17.8 19.5 25.9 17.9 19.7 27.2 20.6 24.1
Octubre 23.2 17.4 19.8 23.2 16.2 18.5 24.1 16.3 18.6 27.3 15.9 23.2
Noviembre 19.1 14.6 17.1 17.4 14.3 15.9 17.5 14.1 15.9 17.1 13.6 15.7

Cuadro 2.2 Humedades relativas maxima, minima y media en porcentaje, registradas en el invernadero con los cuatro porcentajes de
sombreado evaluados en el afio 2012.

Porcentaje de sombreado

Mes 0 30 50 70

Maxima Minima Media Maxima Minima Media Maxima Minima Media Maxima Minima Media
Septiembre 72.1 54.9 62.7 74.6 48.4 65.4 78.9 451 67.9 68.8 42.3 52.0
Octubre 66.5 36.5 55.7 70.4 34.3 58.0 73.8 39.1 60.6 65.8 28.4 45.4
Noviembre 73.1 51.1 60.3 75.8 51.1 62.4 78.9 52.8 64.6 75.4 53.3 62.6

Cuadro 2.3 Intensidades luminosas méxima, minima y media en pmol m? s, registradas en el invernadero con los cuatro porcentajes de
sombreado evaluados en el afio 2012.

Porcentaje de sombreado

Mes 0 30 50 70

Minima Media Maxima Minima Media Maxima Minima Media Méaxima Minima Media Minima
Septiembre 968.1 471.3 785.1 306.8 1.9 220.3 257.0 166.0 206.2 330.7 52.2 247.9
Octubre 1014.1 1.1 696.0 282.3 0.8 224.4 269.3 1.0 211.8 299.5 1.1 203.2

Noviembre 885.2 191.8 560.2 296.8 179.3 243.8 229.6 79.7 156.4 237.8 58.8 170.0
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2.2.5.1. Altura de rama lateral
La altura se determiné desde la superficie del sustrato y hasta el boton mas alto de la

rama lateral, utilizando un flexémetro graduado en cm.

2.2.5.2. Nomero de ramas primarias

Se cuantifico el niumero de ramas desde la base de la planta hasta la parte apical.

2.2.5.3. NUmero de botones cerrados

Se cuantifico el numero de botones totales presentes en cada planta.

2.2.5.4. Niomero de botones semiabiertos
Se determind el nimero de botones semiabiertos es decir aquellos en los que empezaba

asomarse las ligulas en el botén.

2.2.5.5. NiUmero de botones abiertos

Se cuantificd el numero de botones completamente abiertos por planta.

2.2.5.6. Didmetro de cabezuelas

Se midi6 con un vernier digital (cm), en las cabezuelas abiertas por planta.

Las variables fisiol6gicas evaluadas se describen a continuacion.

2.2.5.7. Biomasa secay concentracion nutrimental
Después de 40 dias de establecer los tratamientos, las plantas se seccionaron en flores,

hojas, tallos y raices (se eliminé el sustrato y éstas se ejuagaron con agua destilada) y
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secadas en una estufa de aire forzado a 70 °C por 72 h para determinar la biomasa seca.
Las muestras secas se molieron en un molino de acero inoxidable marca Wiley Modelo 4
con malla tamiz de 40. Las concentraciones de P y K, se determinaron por digestion
humeda del material seco con una mezcla de acidos perclérico y nitrico (Alcantar y
Sandoval, 1999). La lectura de los extractos obtenidos después de la digestion vy filtrado
se determind en un equipo de espectroscopia de emision atémica de induccién por
plasma ICP-OES Varian modelo 725-ES. La concentracion de N total se determino
empleando el método Semimicro-Kjeldahl (Bremmner, 1965) utilizando acido sulftrico-

salicilico para la digestion de las muestras.

2.2.5.8. Carotenoides totales en flores

La cosecha de las flores se realiz6 manualmente cuando éstas alcanzaron su mayor
apertura (38 ddt). Las flores cosechadas se secaron en estufa de aire forzado (Felisa,
FE291AD, México) a 40 °C por 48 h; posteriormente se pesaron en una balanza analitica
(Ohaus, Adventurer™Pro, Estados Unidos de América) y finalmente se molieron y
almacenaron en recipientes de plastico con tapa a 4 °C, para su posterior analisis. La
técnica de extraccion de carotenoides totales, se realiz6 con el método descrito por

Nagata y Yamashita (2002).

Las absorbancias de los extractos de diez repeticiones se leyeron en un
espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Multiskan®, Estados Unidos de América) a 453, 503,
645 y 663 nm de longitud de onda; para la estimacion de carotenoides totales, los valores

obtenidos se sustituyeron en la siguiente formula (Nagata y Yamashita, 2002):

Carotenoides totales (mg/100 mL)= (0.216)(Ass3)-(1.220)(As4s)-(0.304)(Asos)+(0.452) (Ays3)
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2.2.5.9. Flavonoides totales

La preparacion de la muestra (secado, molido y almacenamiento) se realiz6 de la misma
manera en que se describié en el apartado anterior para carotenoides. La concentracion
de flavonoides totales se cuantific6 con un método modificado a partir de los descritos por
Ghasemi et al. (2009), Ebrahimzadeh et al. (2008) y Nanyonga et al. (2013). Se pesaron
75 mg de material vegetal seco, se agregaron 1.5 mL de metanol al 80 % y se incubo
durante una hora a 70 °C.Cuando el material se enfrié6 se procedié a centrifugar durante
20 min, a 4°C y a 15000 rpm. En un tubo de reacciéon se colocaron 200 uL del
sobrenadante, se agregaron 600 yL de metanol al 80 %, 40 yL de cloruro de aluminio al
10 %, 40 yL de acetato de potasio 1 My 1120 uL de agua destilada y se agit6 al agregar
cada solucién. Se dejo reposar la soluciéon durante 40 min a temperatura ambiente y a
oscuridad, los extractos de las muestras se leyeron en un espectrofotobmetro (Bausch and
Lomb, Spectronic 20, Estados Unidos de América) a 415 nm. Para la elaboracion de la
curva de calibracibn que permiti6 estimar la concentracion de flavonoides totales, se

utilizé6 como estandar quercetina.

2.2.5.10. Identificacién de compuestos de aceites esenciales por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Esta evaluacion se realiz6 después de 38 dias después del inicio de tratamientos de
sombreado. Para esta determinacion, cuatro plantas por tratamiento seleccionadas al azar
fueron seccionadas en flores, hojas, tallos y raic*es. Las muestras se secaron en una
estufa de aire forzado a 40 °C por 48 h (Felisa, FE291AD, México), las muestras secas

cada uno de los 6rganos de la planta se molio y se proceso por separado.

72



La identificacion de compuestos se hizo, con un croméatografo de gases (HP-6890)
acoplado a un detector de masas (HP-5973). Se utiliz6 una columna HP-5MS (Largo 30m,
ID 0.250 mm, film 0.25 um), velocidad promedio de 36 cm seg™. Las condiciones de
operacion del cromatégrafo fueron: temperatura inicial de 40 °C por 5 min, primera rampa
hasta 150 °C, con un aumento de 9 °C min™. Se mantuvo por 3 min, segunda rampa hasta
220 °C con un aumento de 9 °C min™. La fuente de iones a 230 °C, cuadrupolo a 150 °C.
Inyector modo splitlees, temperatura de 220 °C, 6.97 psi. Como gas acarreador se usO

helio y se inyectd 1 uL de las muestras concentradas en forma manual.

En la identificacion de terpenoides se usé el programa Data Analysis y la base de datos
que se consulté fue NIST (National Institute of Standards and Technology), basandose en

tiempos de retencion de cada compuesto y los espectros de masas.

2.2.5.11. Clorofilas a, b y totales

La concentracion de clorofilas, se determiné 40 dias después de inicio de tratamientos, en
hojas frescas por el método de Harbone (1973). La absorbancia de las muestras se
realizd en un espectrofotometro (Spectronic 20, Bausch and Lomb), a longitudes de onda
de 663 y 645 nm. Los valores obtenidos se sustituyeron en las siguientes formulas para la

estimacion de los pigmentos fotosintéticos.

Clorofila a = (12-7*A663)'(2-59*A645)
Clorofila b= (22-9*A645)'(4-70*A663)

Clorofila total = (8.2*Age3)*+(20.2*Agss)
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2.2.5.12. Azlcares totales en hojas y flores

Esta determinacién se hizo en material vegetal tratado por 40 dias con los diferentes
niveles de sombreado. Se determind por el método descrito por Southgate (1976): para la
solucién madre se tritur6 1 g de material vegetal, se agregaron 50 mL de etanol (80 %) y
se calentd de 15 a 20 min, colocando de 3 a 4 perlas de ebullicion. Se tom6 1 mL de esta
solucion para ser evaporada en bafio maria, posteriormente se diluyé en agua destilada
(20 mL). En tubos de ensayo se colocdé 1 mL de esta dilucion se adicionaron 2 mL de
agua destilada y 6 mL de la solucién de antrona. Posteriormente los tubos se colocaron
en bafio maria en ebulliciébn por 3 min, se colocaron en agua fria y se leyé a 600 nm en
espectofotometro (Spectronic 20, Bausch and Lomb), usando una curva estandar de

glucosa como referencia.

2.2.5.13. Aminoécidos libres totales en hojas y flores

La determinacion de aminoacidos libres fue en hojas y flores frescas tratadas con los
niveles de sombreado por 40 dias, mediante una triple extraccién etandlica descrita por
Geiger et al. (1998). Se pesaron 20 mg de material vegetal, se colocaron en tubos de
reaccion para las extracciones etandlicas. Las extracciones etandlicas se realizaron
incubando las muestras en bafio maria durante 20 min a 80 °C; agregando 1 mL de etanol
80 %, 600 uL de etanol al 80 % y 1 mL de etanol al 50%, respectivamente. La separacion
de fases se realiz6 por centrifugacién (14,000 rpm, 5 min, 4 °C). La concentracién de
aminoacidos libres se determin6 empleando el método de ninhidrina (Moore y Stein,
1954), las muestras fueron leidas en espectrofotometro (Spectronic 20, Bausch and
Lomb) a una longitud de onda de 570 nm. Se utilizo leucina para la elaboracion de la

curva patron.
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2.2.5.14. Proteinas solubles totales en hojas y flores

Esta evaluacion se realizo en tejidos tratados por 40 dias con los diferentes niveles de
sombreado. La extraccion de proteinas fue en hojas y flores de acuerdo con lo descrito
por Hofner et al. (1989). La cuantificacion se hizo en 0.5 g de material vegetal con
solucion de negro amino, la lectura de las muestras se realiz6 en un espectrofotémetro a
una absorbancia de 640 nm (Spectronic 20, Bausch and Lomb). Se utilizé albumina de

suero de bovino para la elaboracién de la curva estandar.

2.2.6. Analisis de resultados
Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente de acuerdo con el disefio
experimental empleado, usando analisis de varianza (ANOVA) del paquete estadistico

SAS (SAS, 2011). Las medias se compararon con la prueba de Tukey (P< 0.05).
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1. Variables morfologicas
Después de 15 dias de tratamiento no hubo diferencias estadisticas en las variables

morfol6gicas de estudio como se observa en el Cuadro 2.4.

Cuadro 2.4 Parametros morfolégicos en cempasuchil después de 15 dias de tratamiento
con diferentes porcentajes de sombreado.

Sombreado (%) Altura de rama Numero de ramas Numero de
lateral, cm primarias botones cerrados

0 17.89+1.08 a 6.43+0.89 a 3.73+0.56 a

30 18.924+0.72 a 7.601£0.70 a 3.78+0.35a

50 18.14+0.78 a 7.00+0.65 a 4.20+0.74 a

70 18.46+0.75 a 6.50+0.77 a 3.75+£0.32 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

En la evaluacion realizada después de 30 dias del inicio de tratamientos, se observa que
los tratamientos de sombreado no afectaron significativamente la altura de la rama lateral
y el nimero de botones cerrados. Por el contrario, el nimero de ramas primarias fue
estadisticamente superior en el tratamiento sin sombreado en comparacién con el resto
de los tratamientos. El numero de botones semiabiertos mostré una relacion inversa con
el porcentaje de sombreado, es decir, a mayor sombreado fue menor el nimero de

botones semiabiertos (Cuadro 2.5).

El nidmero de cabezuelas abiertas no muestra una tendencia relacionada con los
tratamientos, dado que las medias mas altas de esta variable se presentaron en los
tratamientos sin sombreado y con 50 % de sombreado, este Ultimo fue estadisticamente

diferente que el tratamiento de sombreado al 30 %. Por otra parte, es interesante notar
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que a medida que se incrementé el nivel de sombreado el diametro de las cabezuelas fue

mayor, superando el diametro de cabezuelas de plantas recibiendo un sombreado al 70

% a plantas sin sombreado en 27 % (Cuadro 2.5).

Cuadro 2.5 Parametros morfolégicos en cempasuchil después de 30 dias de tratamiento
con diferentes porcentajes de sombreado.

Sombreado Altura de NUmero Numero de NUmero de Numerode Diametro
% rama lateral, deramas botones botones cabezuela de

cm primarias cerrados semiabiert s abiertas cabezuela,
0s cm

0 19.66+0.79 a 6.80+0.55a 2.35+0.65 a 0.75+0.46 a 1.90+0.32 a 3.59+0.27 b

30 19.99+0.86 a 5.70+0.75 b 2.50+0.38a 0.40+0.34ab 1.35+0.37b 3.57+0.68 b

50 19.98+0.68 a 5.65+0.41 b 2.25+0.46a 0.25+0.22ab 1.90+0.22 a 4.45+0.20 a

70 19.56+0.83 a 5.35+0.52 b 2.55+0.53 a 0.20+0.21 b 1.85+0.37ab 4.56+0.25 a

Medias + DE con letras distintas en
(Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.

cada columna indican diferencias significativas

En el dltimo muestreo realizado después de 80 dias del inicio de tratamientos solo se

presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos en el nimero de botones cerrados.

La media mas alta se registré en 30 % de sombreado; mismo que superd en 10.7, 28.6 y

55.4 % a los tratamientos sin sombreado, y con sombreados del 70 y 50 %

respectivamente; empero, el tratamiento consistente en el sombreado de 30% solo fue

estadisticamente diferente al tratamiento de 50 % de sombreado (Cuadro 2.6).
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Cuadro 2.6 Significancia estadistica del porcentaje de sombreado durante 80 dias sobre
variables de crecimiento y morfolégicas en cempasuchil.

Sombreado, Altura de NUmero Numero de Namero de NUmero de Diametro

% rama de ramas botones botones cabezuelas de

lateral, cm primarias cerrados semiabiertos abiertas cabezuela,
cm

0 19.5+1.08a 6.4+0.45a 5.0+0.87 ab 1.6+x0.91 a 2.8+0.65a 3.96%0.11a

30 20.0£1.37a 7.6x0.57 a 5.6+0.76 a 0.8+0.65 a 224042 a 4.24+0.42 a

50 21.6+0.83a 7.6x0.57 a 2.8+0.42 b 1.2+0.42 a 2.4+0.45a 4.40+0.16 a

70 22.5+1.09a 7.0+0.35a 4.0+0.94 ab 1.8+0.42 a 2.6+0.27a  4.52+0.20 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

De manera similar a lo aqui obtenido, Rojas-Lara et al. (1999) reportan que en chile
manzano a cuatro niveles de sombreado (90, 70, 50 y 30 %) y el testigo (0 % de
sombreado), las plantas con 30 y 70 % de sombreado tuvieron un mejor desarrollo de sus
estructuras vegetativas como didmetro de tallo, nimero de ramas de los vastagos y
longitud de los mismos. Asi también, Evangelista-Lozano et al. (2011) estudiaron la
influencia de dos ambientes de luminosidad (con malla y sin malla) en el desarrollo de T.
erecta midiendola altura de la planta, nimero de botones florales y el diametro de las
cabezuelas; reportaron que las plantas mas altas fueron aquellas expuestas bajo malla,
también éstas presentaron mayor numero de botones florales y de diametro de las
cabezuelas. Por el contrario, en Capsicum annuum, la sombra induce incremento en la
caida de flores, con su respectiva consecuencia negativa sobre el cuajado de frutos
(Shifriss et al., 1994). De la misma manera Schiappacasse et al. (2007) en liatris (Liatris
spicata) bajo diferentes niveles de sombreado 35, 50, 65y 80 % y un testigo sin sombra,

concluyen que el uso de malla sombra afecta la calidad de flores, disminuyendo la
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longitud de espiga y el diametro de vara, por tanto no se recomienda el uso de mallas

sombreadoras para su cultivo.

Oren-Shamir et al. (2001) en pitésporo manchado o variegado (Pittosporum variegatum)
mencionan que el sombreado puede acelerar el crecimiento vegetativo, y en plantas de
porte bajo se puede retrasar el crecimiento, por tanto el sombreado puede tener un efecto
inverso; es decir, el efecto depende de la fase fenoldgica de la planta. Estos autores
concluyen que es posible ejercer una influencia considerable sobre las cualidades de

crecimiento y florecimiento de plantas ornamentales por medio del sombreado.

2.3.2. Variables fisiol6gicas

2.3.2.1. Biomasa seca

La acumulacién de biomasa seca tuvo el orden: flores>hojas>tallos>raices independiente
del porcentaje de sombreado (Figura 2.1). El sombreado méas alto de 70 % produjo
menores pesos de biomasa seca en todos los 6rganos evaluados; la biomasa de flores,
hojas, tallos y raices de este tratamiento fue inferior en 54.29, 76.30, 64.77 y 64.71 %,
respectivamente, que la registrada en el tratamiento sin sombreado. Por el contrario, en
otra investigacion realizada en ligulas de T. erecta, se observo que el peso seco de éstas
fue menor en plantas sin malla en comparacion con las que se desarrollaron con malla,
donde las condiciones de intensidad luminica excesivas llevaron a la planta a reducir su

desarrollo vegetativo (Evangelista-Lozano et al., 2011).

Es importante destacar que los resultados de diametro de cabezuela (Cuadro 2.6) no se

relacionan de manera positiva con la biomasa seca de éstas (Figura 2.1).
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Figura 2.1 Biomasa seca de flores, hojas, tallos y raices de cempasuchil (Tagetes erecta
Linn.) cv. Inca en fase de floracion con tratamiento durante 40 dias con cuatro porcentajes
de sombreado. Medias + desviacidn estandar, con letras distintas en cada 6rgano indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.

De la misma manera, en un trabajo de Sanchez-Millan et al. (2006) las plantas que se
desarrollaron en un invernadero de plastico el peso seco de las ligulas fue mayor que las
gue se desarrollaron en el invernadero de vidrio, dado que, en el plastico no estuvieron
influenciadas directamente por la radiacién. Un estudio similar a esta investigacion es la
realizada por Flores-Lopez et al. (2008) quienes determinaron la influencia de cuatro
niveles de sombreado de (30, 50 y 60 % de sombra y un testigo sin malla) en papa,
concluyeron que a menor radiacion disminuy6 la eficiencia fotosintética de la planta, lo
que repercutio directamente en la reduccién de biomasa seca del vastago y del tubérculo.
Por otro lado, en este estudio se observé una reduccion significativa en la biomasa seca
en hojas y raices al igual que en cabezuelas, en comparacion con el tratamiento testigo

(sin sombreado) (Figura 2.1). De manera similar en un estudio con plantulas de estatice y
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viola producidas en tunel de plastico, con malla sombra de 50 % o a intemperie, se
concluyé que tanto en el tratamiento a intemperie como bajo malla-sombra se registraron
menores acumulaciones de biomasa seca en ambas especies (Ayala-Garay et al., 2011).

La raiz fue el érgano con menor variacion en peso de biomasa seca; existiendo
diferencias estadisticas significativas solo entre los tratamientos con sombreado de 30 y

70 %: el primer tratamiento fue superior que el segundo (Figura 2.1).

2.3.2.2. Concentraciéon nutrimental

Algunos de los factores mas comunes en el tropico, que producen estrés en las plantas ya
sea por deficiencia o exceso, son el nitrégeno y la irradianza luminica (Pérez-Asseff et al.,
2007).

La concentracion foliar de N, P y K incrementé significativamente con el aumento en el
nivel de sombreado; siendo los tratamientos con sombreado para los tres nutrimentos
diferentes desde el punto de vista estadistico al testigo. En cabezuelas se observé que la
concentracion del N se relacioné de manera postiva con el nivel de sombreado. Las
concentraciones de P y K en cabezuelas, por el contrario, fueron mayores en sombreados
medios (30 y 50 %). En tallos solo se observaron diferencias estadisticas significativas en
la concentracion de P; en donde las medias mas altas se registraron con los sombreados
de 50 y 70 %. En raices, los niveles de sombreado no influyeron las concentraciones de
N, Py K (Cuadro 2.7).

De manera general, e independiente del nivel de sombreado, el orden de concentracion
de N fue raices>hojas>flores>tallos. En el caso de P, el orden de concentracion fue

hojas>flores>tallos>raices. El orden de concentracién de K fue flores>raices>tallos>hojas.
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Cuadro 2.7 Concentracion de N, Py K (g kg™ de materia seca) en hojas, flores, tallos y
raices en cempasuchil var. Inca en respuesta a diferentes porcentajes de sombreado.

% Organos
Nutrimento
Sombreado Hojas Flores Tallos Raices
0 0.74+0.34 b 1.20+0.01b 0.83+0.35a 3.39+1.84a
30 2.46+0.02 b 1.78+0.14a 1.28+0.01a 0.99+0.47 a
N 50 2.90£0.04 a 1.46£0.04 ab 0.94+0.41a 3.10+1.90a
70 2.64+£0.03 a 1.64+0.04a 1.17+0.28a 1.54+0.33a
0 1.02+0.03 b 0.66+0.04b  0.66+0.01c 0.39+0.07 a
b 30 1.26+0.10 ab 1.11+0.04a 0.72+0.01 b 0.35%+0.07 a
50 1.38+0.07 a 1.17+0.02a 0.84+0.02a 0.48+0.01 a
70 1.51+0.01 a 0.49+0.08 b  0.79+0.01a 0.35%0.04 a
0 4.86+0.06 b 8.95+0.13 b 6.91+0.36 a 9.32+1.06 a
K 30 5.06£0.13 b 11.19+0.51a 7.81+0.21 a 9.25+1.06 a
50 6.25+0.24 a 9.66+0.36 ab 8.45+0.64a 10.81+0.60 a
70 6.02+0.03 a 8.96+0.41b 9.29+0.72a 10.33+0.38 a

Medias + DE con letras distintas en cada columnapor nutrimento, indican diferencias significativas
(Tukey, P = 0.05) entre tratamientos.

2.3.2.3. Carotenoides totales en flores

Los carotenoides tienen dos funciones en las plantas; son responsables de la
pigmentacion y son disipadores del exceso de energia luminosa a través del ciclo de la
zeaxantina (Hirschberg, 2001). En este estudio, las plantas testigo tuvieron una
concentracion de carotenoides que representa apenas el 58.89 % de la concentracién
registrada en el tratamiento con sombreado del 70 %; y el tratamiento sin sombreado
tiene concentraciones significativametne menores en comparacion a todos los
tratamientos con sombreado (Figura 2.2). Este resultado coincide con el obtenido por
Sanchez-Millan et. al. (2006), quienes estudiaron el efecto de la radiacion
fotosintéticamente activa en carotenoides de T. erecta en modelos in vivo e in vitro. En las

condiciones in vivo; evaluaron dos ambientes de luz solar utilizando dos invernaderos,
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uno con cobertura plastica y otro de vidrio, como resultado se obtuvo mayor concentracion
total de xantdfilas en el invernadero con cubierta plastica que con el de vidrio. En ese
estudio concluyeron que la cantidad y calidad de luz y el tiempo de exposicion afecta la
biosintesis de carotenoides mas que la estructura quimica de dichos compuestos. Del
mismo modo en este experimento se aprecidé que a medida que el porcentaje de
sombreado aumenta, la concentracion de carotenoides totales también incrementa; por el
contrario, mayor intensidad luminosa inhibe el proceso fotosintéticoy también la formacion

de carotenoides (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Carotenoides totales en flores de plantas de cempasuchil var. Inca, tratadas
durante 38 dias con diferentes porcentajes de sombreado en fase de floracion. Medias +
DE con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre

tratamientos. PS= peso seco.

Evangelista-Lozano et al. (2011) evaluaron dos ambientes que diferian en la radiacion
fotosintéticamente activa (con malla del 50 % y sin malla), en el contenido de xantofilas
totales en ligulas de T. erecta. Los resultados mostraron que en ligulas de plantas bajo
malla se tuvo incremento en el contenido de xantofilas. Si bien en esta investigacion no se

83



estudiaron las estructuras plastidiarias, podria suponerse que en el tratamiento sin
sombreado disminuyé la concentracion de carotenos debido a cambios en plastidios que
dafiaron su ultraestructura. Por el contrario, en los porcentajes de sombreado mas altos,
la radiacién fue menor y pudieron ser mas estables los plastidios (menor variabilidad); asi
también la longitud de onda correspondié al espectro de excitacion de los carotenoides
favoreciendo su biosintesis. De igual manera, Dymova y Golovko (2007), obtuvieron una
disminucion de pigmentos en plantas de Ajuga reptans en plena luz del sol en
comparacion con las plantas cultivadas en sombra, con este estudio concluyen que la luz

afecta de manera negativa la biosintesis de pigmentos.

2.3.2.4. Flavonoides totales en flores

Las condiciones climéaticas como temperatura y radiacion puede afectar la sintesis de
estos compuestos (Klimov et al., 2008). En este estudio, se evidencian efectos negativos
del sombreado en la concentracion de flavonoides totales en flor. EI sombreado en
porcentajes de 30, 50 y 70 % ocasiond reducciones significativas en la concentracion de
flavonoides totales éstos tratamientos fueron inferiores al testigo en 82.53, 85.28 y 85.27
%, respectivamente (Figura 2.3) Estos resultados concuerdan con los de Karimi et al.
(2013) quienes al evaluar el efecto de dos intensidades luminosas en la acumulacién y
concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides en hojas, tallos y raices de tres
variedades Labisia pumila, mostraron que a mayor intensidad luminosa se presento6 la

mayor acumulacion de flavonoides totales en hojas.
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Figura 2.3 Flavonoides totales en flores de plantas de cempasuchil var. Inca, tratadas por
40 dias con diferentes porcentajes de sombreado en fase de floracion. Medias + DE con
letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.
PS=peso seco.

Kumari et al. (2009), reportaron que la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), es
importante en la biosintesis de &cidos fendlicos y que la actividad de ésta aumenta al ser
inducida por alta intensidad de luz, concluyendo que el incremento en la produccion de
compuestos /fendlicos podria estar relacionado con esta enzima, lo cual pudo haber
sucedido en el presente estudio en el tratamiento sin sombreado al mostrar una mayor
concentracién de flavonoides totales. Segun Warren et al. (2003), al incrementar la luz
aumenta la intensidad de fotosintatos primarios, lo que conduce a un incremento de la

concentracion fendlica en la planta.

2.3.2.5. Aceites esenciales por 6rganos
Los tiempos de retencion de los compuestos de aceites esenciales identificados en hojas,

flores, tallos y raices se presentan en el Cuadro2.8. La técnica GS/MS permitio identificar
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20 compuestos diferentes en los distintos érganos de la planta de T. erecta var. Inca
(Figura 2.4).

En Tagetes parryi en una muestra combinada de hojas, tallos e inflorescencias se
identific6 una gran variedad de compuestos (Diaz-Cedillo y Serrato-Cruz, 2011),
coincidiendo solo en uno con lo aqui observado, el eugenol. En Tagetes minuta
identificaron mirceno, limoneno, eugenol y spatulenol (Gil et al., 2000); los compuestos
antes mencionados coinciden con los aqui reportados; los compuestos germacreno y

limoneno han sido reportados en Tagetes argentina (Vazquez et al., 2011).

Cuadro 2.8 Tiempos de retencion de compuestos identificados en aceites esenciales de
hojas, flores, tallos y raices de plantas de cempasuchil tratadas con diferentes porcentajes
de sombreado.

Compuesto Tiempo de Compuesto Tiempo de
retencién, min retenciéon, min
Cariofileno 19.47 B-Farneseno 20.04
D-Limoneno 12.21 Germacreno 20.95
Ocimeno 12.59 y-Elemeno 21.27
Piperitona 16.5 Oxido de cariofileno 23.2
Sabineno 10.94 Trans-pineno 26.95
Spathulenol 23.25 Eugenol
B-Mirceno 11.36 Bergamoteno 20.88
B-Felandreno 10.94 Cicloisosativeno 18.32
a-Pineno 9.93 B-Sesquifelandreno 21.8
Terpinoleno 13.4 Bisaboleno 214

Las condiciones de luz pueden promover el crecimiento y desarrollo de plantas y
contribuir a incrementar la produccién de aceites esenciales de especies medicinales y

aromaticas cultivadas comercialmente (Ferreira-Fernandes et al., 2013).
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Figura 2.4 Aceites esenciales identificados en hojas (A) y flores (B) de plantas de
cempasuchil var. Inca, tratadas durante 38 dias con diferentes porcentajes de sombreado
en fase de floracion.

El nimero de compuestos en aceites esenciales de hojas fue variable, asi también su
abundancia; resulta pertinente destacar que este 6rgano presenté el mayor nimero de
compuestos en comparacion con el resto y la abundancia relativa de éstos oscila de 87 a
99 %. En la Figura 2.4A se muestra que los compuestos presentes de manera
consistente, de manera independiente al tratamiento de sombreado son: cariofileno, D-
limoneno y ocimeno, con areas bajo la curva similares. El compuesto que se present6 en
hojas en mayor abundancia con porcentajes de sombreado de 0, 30 y 50 % fue piperitona,

siendo mas abundante en hojas de plantas sin sombreado con un area bajo la curva de
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11.2 %. En el tratamiento consistente en sombreado a 70 % se registrd6 el mayor
numerode compuestos, presentando en forma unica B-mirceno, B-felandreno, a-pineno y
terpinoleno (Figura 2.4A).

En aceite proveniente de flores, se identificé de manera coincidente con hojas cariofileno
y piperitona, el resto de los componentes fueron diferentes como [B-farneseno,
germacreno, y-elemeno, 6xido de cariofileno, trans-pineno y eugenol (Figura 2.4B). Con
sombreado del 30 % el compuesto que presentdé mayor &rea bajo la curva fue el
cariofileno con un valor de 14.53 %, de igual manera en este tratamiento se presento el
mayor nimero de compuestos en comparacion con el resto de los tratamientos y el menor
namero de compuestos fue en tratamiento sin sombreado, identificAndose solo cariofileno
y oxido de cariofileno. Estos resultados coinciden con Souza et al. (2010), quienes
evaluaron tres niveles de sombreado (30, 50 y 70 %) y pleno sol en Pothomorphe
umbellata, y su relacion con la composicibn de aceites esenciales. Estos autores
concluyeron que con el sombreado de 30 % se identificaron el mayor nimero de
compuestos. Asi mismo, en un estudio con Salvia sclarea L. al evaluar cuatro niveles de
sombreado (0, 25, 50 y 75 %), reportaron que solo con 50 % de sombreado encontraron
germacreno (Kumar et al., 2013). En aceite de clavo, los compuestos eugenol y cariofileno
son los mas importantes dado que actlan como supresores de malezas; la luz tiene
efectos opuestos en éstos, en el eugenol disminuye su sintesis y en el cariofileno
aumenta su concentracién con el incremento de la intensidad luminosa (Stoklosa et al.,
2012). De la misma manera, Ferreira-Fernandes et al. (2013) evaluaron cuatro ambientes
de luz (4, 7, 11 y 20 mol m?d™), en albahaca de clavo (Ocimum gratissimum L.);
identificando respuestas diferenciales de la cantidad de luz en la composicion de los
aceites. Por un lado, cariofileno y oOxido de cariofileno se identifican cuando se

incrementan las intensidades de luz; por otro lado, eugenol y germacreno se detectan a
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bajas intensidades de luz. En esta investigacion, solo en cabezuelas sometidas a 70 % de
sombreado (menor intensidad luminosa) se observo presencia de eugenol. En la planta
conocida como bolita prieta (Varronia curassavica Jacg.) bajo diferentes intensidades
luminosas (20, 50, 70 y 100 %) detectan 6xido de cariofileno, trans-cariofileno y a-pineno,
estos son compuestos principales de esta especie, también identifican y-elemeno,
germacreno y spathulenol (Feijo et al., 2014). Esta variedad de aceites pudiera ser debido
a que en la especie V. curassavica, el aceite esencial se secreta y almacena en tricomas
presentes en el haz de la hoja y el desarrollo de éstos puede ser influenciado por las
diferentes intensidades luminosas.

En tallos, el nUmero de compuestos identificados en el aceite esencial fue menor que en
hojas y flores. Con sombreado de 50 % se forma el mayor nimero de compuestos
(cuatro); mismos que también se identificaron en hojas y cabezuelas, siendo éstos
cariofileno, D-limoneno, farneseno y piperitona, este Ultimo compuesto con mayor area
bajo la curva. En tallos de plantas tratadas con sombreados de 30y 70 % se observo solo
un componente en cada caso, piperitona y D-limoneno, respectivamente (Figura 2.5A).
En raices se identificaron siete compuestos en total (Figura 2.5B); de los cuales,
bergamoteno, cicloisosativeno, - sesquifelandreno y bisaboleno fueron identificados solo
en este 6rgano. Con el porcentaje de sombreado de 50 % se tuvo el mayor nimero de
compuestos (cariofileno, piperitona, bergamoteno, cicloisativeno y B-sesquifelandreno),
aungue en menor area. En el tratamiento consistente en 70 % de sombreado, las raices
tuvieron menor niumero de compuestos, cariofileno y B-farneseno. En el tratamiento sin
sombreado el B-farneseno se presentd en mayor area bajo la curva, con un valor de 20.88

% (Figura 2.5B).
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Figura 2.5 Aceites esenciales identificados en tallos (A) y raices (B) de plantas de
cempasuchil var. Inca, tratadas por 38 dias con diferentes porcentajes de sombreado en
fase de floracion.

2.3.2.6. Concentracion de clorofilas

De manera general en los tratamientos con sombreado se increment6 significativamente
la concentracion de clorofila a, b y total en hojas (Figura 2.6). Las plantas testigo tuvieron
concentraciones de clorofila a, b y total que representa solo el 58.17, 59.17 y 58.58 %, de
las concentraciones registradas en plantas tratadas con un porcentaje de sombreado de
70, respectivamente. Estos resultados son comparables a los obtenidos por Casierra-
Posada et al. (2012), estudiando plantas de caléndula cultivadas a plena exposicién y bajo
malla del 37 % de reduccion de luz, la relacién de las clorofilas a/b fue mayor en hojas de
caléndula colocadas bajo sombra, en comparacién con las hojas de plantas bajo plena

exposicion.
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Figura 2.6 Concentraciones foliares de clorofilas de plantas de cempasuchil var. Inca,
tratadas con diferentes porcentajes de sombreado en fase de floracion durante 40 dias.
Medias + DE con letras distintas en cada variable, indican diferencias significativas

(Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.

De la misma manera, en un estudio con plantas de vainilla cultivadas con tutores
artificiales en casa sombra que proporciona el 70 % de reduccion de luz, y plantas
cultivadas con tutores naturales sin sombreado, los resultados indican que el sistema de
cultivo con malla sombra presenta el mayor contenido de clorofila (Elorza-Martinezet al.,

2007).

2.3.2.7. Azlcares totales en hojas y flores
Las concentraciones de azUcares totales en hojas y flores de plantas de cempasuchil
tratadas con diferentes niveles de sombreado se presentan en la Figura 2.7. En hojas de

plantas sometidas a porcentajes de sombreado de 50 y 70, se observan incrementos
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significativos en la concentracibn de azlcar en comparacion con el resto de los
tratamientos (Figura 2.7A). Si bien en flores los tratamientos de sombreado no influyeron
la concentracién de azucares, se observan concentraciones ligeramente superiores en los
tratamientos con mayor sombreado (50 y 70 %); es decir, se tuvo la misma tendencia que
en hojas (Figura 2.7B). Las hojas y flores de plantas testigo (sin sombreado) tienen
valores de concentracion de azucares inferiores en 92.24 y 92.06 %, respectivamente, en
comparacion con el tratamiento de sombreado a 70 %. Contrario a lo aqui obtenido, Paez
et al. (2007), reportan que la radiacion mas baja (30 % de la radiacién total) redujo la
concentracion de carbohidratos solubles en hojas de verdolaga al 18 %, en comparacion
con las plantas que crecieron bajo luz total (100 %). Por otra parte, Watson et al. (2002)
mencionan que diferentes niveles de sombreado (0, 25 y 47 %) tuvieron un efecto
significativo en las concentraciones de glucosa y sacarosa en plantas de fresa. Las
concentraciones de sacarosa en la fruta mostraron diferencia significativa entre el control
(0.7 %) y el tratamiento consistente en 47 % de sombreado (0.1 %) en todas las fechas de
cosecha. En general la concentracion de azlcares es inversamente proporcional al nivel

de sombreado.
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Figura 2.7 Azucares totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil var. Inca,
tratadas con diferentes porcentajes de sombreado en fase de floracion por 40 dias.
Medias = DE con letras distintas en cada subfigura, indican diferencias significativas

(Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.

2.3.2.8. Aminoacidos libres totales en hojas y flores

Sin sombreado y con un nivel de éste de 30 % se tuvieron las mayores concentraciones
foliares de aminoacidos; con el sombreado a nivel de 30, 50 y 70 % la concentraciones de
aminoacidos fueron inferiores al testigo en 97.89, 38.02 y 61.54 %, respectivamente
(Figura 2.8A). Por otro lado, en flores, la concentracion de aminoécidos libres totales fue

significativamente superior en el tratamiento con sombreado de 50 % (Figura 2.8B).
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En este estudio también es evidente que los distintos niveles de sombreado tuvieron
efectos opuestos en hojas y flores. De manera similar a los resultados aqui obtenidos en
hojas, Khaleafa et al. (1982) en el alga Caulerpa prolifera mencionan que al exponerla a
intensidades de luz bajas, los contenidos de aminoéacidos libres fueron mayores en
comparacion con los conjugados a excepcién de fenilalanina y leucina; caso contrario, a
intensidades altas de luz los conjugados fueron mayores que los libres excepto arginina,

glicina y tirosina.

Por otro lado, Durzan (2010) en abetos blancos tolerantes a la sombra que crecieron en
100, 45, 25 y 13 % de luz natural durante cuatro afios, observa que la arginina contribuye

a la latencia invernal y se incrementa con el sombreado.
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Figura 2.8 Aminoacidos libres totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas durante 40 dias condiferentes porcentajes de sombreado en fase de
floracibn. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican diferencias

significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.
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2.3.2.9. Proteinas solubles totales en hojas y flores

Hojas de plantas de los tratamientos con sombreado de 30, 50 y 70 % tuvieron
concentraciones de proteinas inferiores a aquellas registradas en el tratamiento testigo;
no obstante, solo existieron diferencias estadisticas significativas entre el testigo y el
sombreado de 50 % (Figura 2.9A).

En flores no existieron diferencias significativas en la concentracién de proteinas por

efecto del nivel de sombreado; sin embargo (Figura 2.9B).
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Figura 2.9 Proteinas solubles totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas por 40 dias con diferentes porcentajes de sombreado en fase de
floracibn. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican diferencias

significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.

Eckardt et al. (1997) evaluaron el contenido de proteinas en plantas tipo silvestre y
plantas mutantes con reducida ribulosa fosfato carboxilasa/oxigenasa activasa (RUBISCO
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activasa) de Arabidopsis thaliana, bajo dos condiciones de iluminacién, alta (600 pmol m’
’s™!) y baja (200 umol m? s™). Estos autores concluyen que en ambos tipos de plantas, la
baja luminosidad redujo significativamente el contenido de proteinas.

De igual manera, en cianobacterias del género Anabaena se han evaluado la irradiancia a
78, 156 y 238 pmol m™?s™, concluyendo que este factor ejerce influencia en el contenido

de proteinas siendo el mayor contenido a 156 pmolm™s™(Loreto et al., 2003).

2.4. CONCLUSIONES

La luminosidad afecta de manera diferencial el desarrollo morfol6gico de cempasuchil.

La concentracion de carotenoides, azlcares totales en hojas, aminoacidos libres totales y
proteinas solubles totales en flores fue superior con sombreado del 50 %.

El tratamiento sin sombreado incrementd la biomasa seca, y la concentracion de
flavonoides en flores; y en hojas, los aminoacidos libres totales y proteinas solubles
totales.

La luminosidad afecté de manera diferencial las concentraciones de N, P y K en los
organos analizados. En hoja se observaron relaciones positivas entre concentracion y el
nivel de sombreado; en flores, de manera general se registraron mayores concentraciones
con el sombreado de 30 %; en tallos, se incrementan concentraciones de P y K con el
aumento en el nivel de sombreado; en raices no hay tendencias que se relacionen con los

tratamientos de sombreado evaluados.

Por otra parte, se identificaron un total de 20 compuestos en los diferentes 6rganos de la
planta. EI mayor nimero de compuestos se presenté en hojas en el sombreado de 70 %,
seguido de flores en el 30 % de sombreado, mientras que en tallos y raices, el mayor

namero de compuestos se tuvo con sombreado de 50 %.
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La concentracion de clorofilas a, b y total fue superior con el sombreado de 30 %.
Por lo anterior se concluye que, la variedad Inca de Tagetes erecta puede ser una opcion
para desarrollarse en distintas intensidades luminosas, segun la finalidad de la

produccion.
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CAPITULO lll. RESPUESTAS FISIOLOGICAS, MORFOLOGICAS,
Y DE CALIDAD DE Tagetes erecta Linn., A LA FERTILIZACION
NITROGENADA

3.1. INTRODUCCION

El nitr6geno juega un papel importante en el crecimiento y desarrollo de plantas (Scott,
2008). Este elemento se encuentra en moléculas como: purinas, pirimidinas, porfirinas y
coenzimas. Las purinas y pirimidinas se encuentra en los acidos nucleicos ARN y ADN,
que son esenciales para la sintesis de proteinas (Bijimol y Sing, 2001; Said-Al et al.,
2009). La estructura de la porfirina se encuentra en compuestos metabélicamente como
los pigmentos de la clorofila y los citocromos, importantes en fotosintesis y respiracion.
Las coenzimas son esenciales para la funcién de muchas enzimas. Este macronutrimento
es requerido para la sintesis de enzimas y su deficiencia afecta negativamente el
metabolismo vegetal.

Las fuentes basicas de nitrégeno absorbidas por las plantas incluye formas inorganicas
(nitrato y amonio) y organicas (urea y aminodacidos), pero la respuesta a una forma
particular de nitrégeno varia segun la especie.

La asimilacion de nitrdgeno requiere la reduccion de nitrato a amonio, seguido por
asimilacién en aminoacidos (Masclaux et al., 2010). El uso de nitrégeno por las plantas
involucra varios pasos, incluyendo absorcién, asimilacion, translocacion y, cuando la
planta envejece reciclamiento y removilizacion.

Por otra parte, las plantas requieren grandes cantidades de nitrdgeno. Este elemento se
relaciona con hasta el 50 % de la biomasa vegetal en base seca (Gliessman, 2002).
Dependiendo de la especie, la etapa de desarrollo y 6rgano de la planta, la concentracion
de nitr6geno en tejido foliar varia entre 2 y 5 % del peso de la materia seca (Marschner,

2005). Guadarrama-Quiréz et al. (2007) mencionan que la aplicacion de nitrégeno
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incrementa la acumulacién de materia seca en cada 6rgano de la planta y la biomasa
total, pero no afecta la distribucion de materia seca en cada estructura.

En diversas investigaciones se ha reportado que la nutricion modifica, tanto en forma
positiva como negativa, el contenido y composicion quimica de los metabolitos
secundarios terpenos (carotenoides), los cuales ademas de su funcibn como precursores
de la vitamina A, tienen otras actividades bioldégicas como la actividad antioxidante
(Toledo et al., 2004). Los compuestos fendlicos (fenoles, flavonoides) estdn asociados
con el color, caracteristicas sensoriales (sabor y astringencia), caracteristicas
nutrimentales y propiedades antioxidantes (Kahkonen et al., 2001). Los estudios sobre
estos metabolitos se han enfocado a la evaluacion de distintas concentraciones
nutrimentales, diferentes fuentes de nutrimentos, o ambos, pero los mecanismos de
accion de los nutrimentos en los resultados obtenidos hasta el momento no han sido
abordados en detalle. En este sentido, Khalid (2013), reporta que la nutricién de la planta
es uno de los factores mas importantes que incrementan la produccion de aceites
esenciales. Condiciones de limitacibn de nitrégeno aumentan la produccion de
compuestos volatil en plantas anuales (Said-Al et al., 2009). Los efectos de la fertilizacion
nitrogenada sobre crecimiento y composicion de aceites esenciales en diferentes
especies han sido reportados previamente en plantas aromaticas (Baranauskiene et al.,
2003; Asharaf et al., 2005; Yang et al., 2005; Sifola y Barbieri, 2006; Martins et al., 2007).
Del mismo modo la biofertilizaciéon y la fertilizacion mineral en plantas aromaticas es un
factor importante que determina el cultivo de la cantidad y calidad del aceite esencial

(Nurzynska-Wierdak, 2013).

Por otra parte la actividad antioxidante de algunos aceites esenciales es valiosa (Baj et
al., 2010; Hussain et al.,, 2011), debido a su importancia en la industria farmacéutica,

cosmetica y la produccion de alimentos.
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En un experimento realizado en suelo, Omidbaigi et al. (2008) reportan incrementos
significativos en la biomasa, contenido y porcentajes de los constituyentes del aceite
esencial de Tagetes minuta, cuando se fertilizo con N a una dosis de 200 kg ha™, en
comparacion con dosis menores y en ausencia de fertilizacion nitrogenada. Por otra parte
Singh et al. (2008) indicaron también en T. minuta, que la aplicaciéon de nitrégeno conduce
a un incremento lineal de la biomasa y de la produccion de aceites esenciales, reportando
como nivel éptimo de fertilizacion con N, 150 kg ha™, dosis con la cual se supera el
rendimiento de aceites obtenido con dosis nitrogenadas de 0, 50 y 100 kg ha™, en 142,
49, y 23 %. Al incrementar la dosis de NPK, aumenta el contenido de aceites esenciales

en Tagetes patula, pero solo en algunos periodos de cosecha (Stojanova et al., 2000).

En tomillo, obtuvieron un efecto negativo con las dosis mas altas de N (> 90 kg ha™) sobre
la concentracion de carotenos durante la segunda cosecha de evaluacion (Baranauskiene
et al., 2003). Kopsell et al. (2007) en col mostré incrementos en luteina y p-caroteno al
incrementar las dosis de N. En perejil se reporté el mismo comportamiento ya que los
niveles de luteina, zeaxantina y B-caroteno aumentaron en respuesta a la aplicacion de N
(Chenard et al., 2005). Asi mismo, con dosis de 200 kg N ha™, las flores de Lavandula
angustifolia incrementaron los niveles de carotenoides (Biesiada et al., 2008).

Por otro lado, al evaluar la fertilizacion nitrogenada en Labisia pumila, Mohd et al. (2011)
encontraron la mayor produccion de fenoles totales en ausencia de nitrégeno. De manera
similar, en flores de lavanda, Biesiada et al. (2008) reportaron una disminucién en el
contenido de polifenoles bajo el efecto de la alta fertilizacion nitrogenada. También en
Brassica juncea, al incrementar la dosis de nitrégeno de 0 a 25 mM en la solucién
nutritiva, las concentraciones de fendlicos totales disminuyeron (Li et al., 2008). Ademas,
la aplicacion de 120 a 160 kg ha™ de N ocasiond una disminucion significativa en el

contenido de flavonoides en flores de Calendula officcinales (Krél, 2011). De hecho,
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Felgines et al. (2000) considera que la deficiencia de nitrogeno aumenta el contenido de
flavonoides en plantas.

Las plantas fertilizadas con altas concentraciones de nitrégeno tienden a incrementar su
fotosintesis, lo cual afecta tanto el metabolismo primario como el secundario (Mond et al.,
2011). Sin embargo, ningun estudio ha abordado la importancia del N en la biosintesis de
metabolitos secundarios en cempasuchil en condiciones de hidroponia, como se ha

abordado en la presente investigacion.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Condiciones experimentales y material vegetal

La investigacion se realizd bajo condiciones de invernadero. Plantulas de cempasuchil
(Tagetes erecta Linn.) var. Inca fueron trasplantadas en macetas de plastico negras de 1
L de capacidad, conteniendo como sustrato una mezcla de tezontle: perlita (60:40, v:v)

(Figura 3.1)

Figura 3.1 Material vegetal, plantulas de cempasuchil (Tagetes erecta Linn.) var. Inca y

establecimiento del experimento en invernadero.
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3.2.2. Manejo del experimento

Después del trasplante, las plantulas fueron regadas con agua durante cuatro dias;
posteriormente con una solucibn nutritiva de Steiner al 5 % (Steiner, 1984)
complementada con micronutrimentos a partir del producto comercial Tradecorp AZ™, en
las concentraciones descritas por Trejo-Téllez et al. (2013). El pH de la solucién nutritiva
fue ajustado a 5.5 y ésta se suministr6 mediante un sistema de riego por goteo. Se
realizaron cinco riegos por dia en cada maceta, cada uno de ellas con un volumen de 50
mL. La solucion nutritiva fue almacenada en un tambo de 200 L al cual se conecto a tubos
de PVC hidraulico de 1 pulgada (2.54 cm). Cada gotero tuvo adaptadores de dos salidas,
cada una con un tubin y estaca que fueron colocados en cada maceta. Los riegos fueron
programados usando un temporizador y abastecidos con bombas de %2 HP. Se realizé

una poda a los 30 dias después del trasplante, desbotonando todas las plantas.

3.2.3. Tratamientos evaluados

Al inicio de la floracién (30 ddt), se inici6 la aplicacién de tratamientos, mismos que
consistieron en diferentes niveles de nitrégeno: en la solucién 4.2 mg L™ se adiciono como
fuente de N nitrato de calcio, en la solucién con dosis nitrogenada de 8.4 mg L™ se
adicionaron como fuentes de N nitrato de calcio y nitrato de potasio y en la solucién 12.6
mg L™* nitrato de amonio, nitrato de calcio y nitrato de magnesio. Cada uno de los

tratamientos con 140 repeticiones.

3.2.4. Disefio experimental
El disefio experimental empleado fue completamente al azar, con 140 repeticiones por

tratamiento. La unidad experimental consistié en una maceta con una planta.
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3.2.5. Variables morfoldgicas
Fechas de muestreo. Se hicieron tres muestreos, a los 15, 30 y 45 dias después de
establecido los tratamientos. En cada muestreo se utilizaron ocho plantas por tratamiento

y se midieron las siguientes variables:

3.2.5.1. Niomero de ramas primarias

Se cuantifico el niumero de ramas desde la base de la planta hasta la parte apical.

3.2.5.2. Longitud de ramas primarias

Se midié con un flexbmetro (cm), desde la base del tallo principal hasta la parte apical de
la rama.

3.2.5.3. NUmero de ramas secundarias

Se cuantifico el niumero de ramas desde la base de la planta hasta la parte apical.

3.2.5.4. Longitud de ramas secundarias

Se midi6 con un flexémetro (cm), desde la base del tallo de la rama primaria hasta la parte
apical.

3.2.5.5. Niumero de botones cerrados

Se cuantifico el nimero de botones totales presentes en cada planta.

3.2.5.6. NUmero de cabezuelas abiertas

Se cuantificod el nimero de cabezuelas totales presentes en cada planta.

3.2.5.7. Didmetro de cabezuelas

Se midi6 con un vernier digital (cm), en las cabezuelas abiertas por planta.

3.2.5.8. Color

Se cosecharon hojas y flores por la mafiana, 31 dias después del inicio de la aplicacion de

los tratamientos (ddt), cortando cinco plantas por tratamiento. El color se registré con

106



apoyo de un colorimetro marca Hunter Lab modelo D25-PC2 (Reston, VA, EEUU). Para
ello se tomaron los valores L, a 'y b en dos zonas opuestas de hojas y flores. Con estos
valores se calcul6 el &ngulo de tono (Hue) y la pureza del color (Croma) con las férmulas:
Hue = tan™(b/a); Croma= (a’+b?%)"?, de acuerdo a la metodologia descrita por Little (1975),
y la brillantez o luminosidad “L” obtenido directamente con el colorimetro, los cuales

corresponden al espacio de color L*a*b segun Minolta (2007).

3.2.6. Variables fisiolégicas

3.2.6.1. Biomasa secay concentracion nutrimental

Después de 40 dias de tratamiento, las plantas fueron cosechadas y seccionadas en
flores, hojas, tallos y raices. De las raices se elimind completamente el sustrato,
enjuagando varias veces agua destilada. Una vez que las secciones estuvieron
completamente limpias y libres de residuos de sustratos, éstas fueron introducidas en una
estufa de aire forzado marca Felisa modelo FE291AD (Guadalajara, México) y secadas a
70 °C por 72 h para determinar la biomasa seca. Las muestras secas fueron molidas en
un molino de acero inoxidable marca Wiley Modelo 4 con malla tamiz de 40. Las
concentraciones de P, K, Ca, Mg y S fueron determinadas por digestion humeda del
material seco con una mezcla de acidos perclérico y nitrico, de acuerdo a la metodologia
descrita por Alcantar y Sandoval (1999). La lectura de los extractos obtenidos después de
la digestién y filtrado se determind en un equipo de espectroscopia de emision atomica de
induccion por plasma acoplado ICP-OES Varian modelo 725-ES (Mulgrave, Australia). La
concentracion de N total se determind6 empleando el método Semimicro-Kjeldahl

(Bremmner, 1965), utilizando acido sulfarico-salicilico para la digestion de las muestras.
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3.2.6.2. Acumulaciéon nutrimental
La acumulacion de N, P, K, Ca, Mg y S en flores, hojas, tallos y raices se obtuvo a partir
de los datos de concentracidbn nutrimental y peso de biomasa seca previamente

determinados.

3.2.6.3. Carotenoides totales en flores

La cosecha de las inflorescencias fue manual cuando éstas alcanzaron su mayor apertura
(38 ddt). Las inflorescencias cosechadas fueron secadas en estufa de aire forzado marca
Felisa modelo FE291AD (Guadalajara, México) a 40 °C por 48 h; posteriormente se
pesaron en una balanza analitica (marca Ohaus modelo Adventurer Pro, MA, EEUU), se
molieron finamente y se almacenaron en recipientes de plastico con tapa a 4 °C, para su
posterior analisis. La técnica de extraccion de carotenoides totales, se realiz6 con el
método descrito por Nagata y Yamashita (2002). De cada muestra se pesaron 150 mg de
polvo fino de inflorescencias secas de cempasuchil, se agregaron 10 mL de acetona-
hexano (4:6, v/v) y se agité vigorosamente en vortex durante un min; después el extracto
se filtré a través de papel filtro Whatman No. 4, y enseguida se ley6 la absorbancias de
los extractos de diez repeticiones en un espectrofotometro (marca Thermo Scientific
modelo Multiskan GO, Walthan, MA, EEUU) a 453, 503, 645 y 663 nm de longitud de
onda. De acuerdo con la metodologia descrita por Nagata y Yamashita (2002), para la
estimacion de carotenoides totales, los valores obtenidos se sustituyeron en la siguiente

formula:

Carotenoides totales (mg/100 mL)= (0.216)(Ass3)-(1.220)(As4s)-(0.304)(Asos)+(0.452)(Ays3)
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3.2.6.4. Fenoles totales

La extraccion se realiz6 de acuerdo al método de Folin y Ciocalteu descrito por Waterman
y Mole (1994), utilizando la metodologia empleada para material vegetal sélido. Para ello
se pesaron 100 mg de hojas previamente maceradas y homogenizadas con nitrégeno
liguido, y posteriormente se le agregaron 500 pyL de metanol al 80 % (previamente
enfriado a 4 °C). En seguida la mezcla se centrifugd durante 20 min a 4 °C y a 15000 rpm.
En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL de capacidad se colocaron 50 uL del
sobrenadante, se adicionaron 50 pL de agua desionizada, 100 pL de reactivo de Folin, se
agitd en vortex (se cronometrd el tiempo a partir de agregado el reactivo de Folin).
Después de 1 y antes de 8 min, se agregaron 200 uL de Na,COs; al 20 %. Se dej6 reposar
2 h en oscuridad y se leydo a 760 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific

Multiskan). Como estandar se utilizo &cido galico.

3.2.6.5. Flavonoides totales

Se realizé una complementacién entre las metodologias empleadas por Ghasemi et al.
(2009), Ebrahimzadeh et al. (2008) y Nanyonga et al. (2013). Para ello se pesaron 75 mg
de hojas y flores frecas previamente maceradas con nitrégeno liquido, se agregaron 1.5
mL de metanol al 80 % y la mezcla se incub6 durante una hora a 70 °C. Cuando el
material se enfrio se procedio a centrifugar durante 20 min, a 4 °C y a 15000 rpm. En un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL de capacidad se colocaron 200 uL del sobrenadante,
se agregaron 600 uL de metanol al 80 %, 40 pL de cloruro de aluminio al 10 %, 40 pL de
acetato de potasio 1 My 1120 pL de agua destilada y se agit6 al agregar cada solucion.
Se dejo reposar la solucion durante 40 min a temperatura ambiente en la oscuridad y se

ley6 en un espectrofotébmetro (marca Thermo Fisher Scientific modelo Genesys 10 UV,
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Madison, WI, EEUU) a 451 nm. Para el calculo se utilizé la ecuacién obtenida a partir de

la elaboracion de la curva estandar con quercetina.

3.2.6.6. Actividad antioxidante

Se realizé en base a complementacion y modificacion de metodologias utilizadas por
algunos autores (Castafieda et al.,, 2008; Chizzola et al., 2008; Ibarra et al., 2011;
Kuskoski et al., 2005; Scherer y Teixeria, 2009). Se procedidé a pesar 100 mg de tejido
vegetal previamente macerado y homogenizado con nitrégeno liquido, se agregaron 1.5
mL de etanol al 60 %, y se dej6 reposar durante 24 h en refrigeracién a 3 °C. Al siguiente
dia se centrifugé durante 20 min a 4 °C y a 15000 rpm; en un tubo de microcentrifuga de
1.5 mL se colocaron 400 pL del sobrenadante, 600 UL de metanol al 80%, finalmente se
agreg6 1 mL de solucién de DPPH y se agitd en vortex. Transcurridos 15, 30 y 60 min de
agregado el DPPH se leyé en un espectrofotometro (ThermoFisher Scientific, Genesys 10
UV) a una longitud de onda de 517 nm. Se utilizé trélox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico) como estandar. En la metodologia se utilizaron 2
blancos, uno para calibrar el espectrofotometro (400 pL de etanol al 60 % mas 600 L de
metanol al 80 %) y el segundo blanco fue utilizado en la curva estandar como ausencia

del antioxidante trélox.

3.2.6.7. Rendimiento de aceites esenciales

Se llevé a cabo por el método de hidrodestilacion (HD), utilizando un sistema tipo
Clevenger. El material vegetal (hojas y flores) se colocé en un matraz con fondo redondo
por separado, se agreg6 agua destilada hasta cubrir el material vegetal por completo, se
llevé a punto de ebullicion durante 3 h contabilizadas a partir de la ebulliciébn. Una vez

transcurrido el tiempo, se recuper6 la emulsién de agua con aceite y éste se extrajo con
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diclorometano por tres veces (25 mL en cada lavado); posteriormente se concentrd en un
rotavapor marca Bichi modelo B-480 (Apeldoom, Paises Bajos) con vacio y a 30 °C,
hasta evaporar la mayor cantidad de disolvente posible. El aceite que qued6 depositado
en el matraz se transfiri6 a un vial con una pipeta Pasteur y se dej6 evaporar el resto del
disolvente a temperatura ambiente en una campana de extraccion. El rendimiento de
aceite se calculé multiplicando el peso del aceite libre de solvente por 100 y dividiéndolo
entre el peso del material vegetal seco inicial. Se hicieron tres repeticiones para esta

variable.

3.2.6.8. Identificacion de compuestos de aceites esenciales por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Esta evaluacion se realiz6 60 dias después del inicio de tratamientos, empleando 26
plantas por tratamiento seleccionadas al azar. Las plantas fueron seccionadas en flores,
hojas, tallos y raices. Las muestras en fresco picadas en trozos pequefios, se colocaron
en frascos de vidrio de 2 L con tapa, cada 6rgano se macero con 600 mL de
diclorometano. Los frascos fueron cubiertos con aluminio y se dejaron reposar por 72 h en
oscuridad. Posteriormente los contenidos se filtraron y se colocaron en viales color &mbar,

para finalmente procesar cada uno de los érganos de la planta por separado.

Para la identificacion de compuestos se utilizé la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), con un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard (HP-
6890 Series ®) acoplado a un detector de masas (marca HP-5973). Se utiliz6 una
columna HP-5MS (Largo 30m, ID 0.250 mm, film 0.25 pm), velocidad promedio de 36 cm
s™. Las condiciones de operacion del cromatdgrafo fueron: temperatura inicial de 40 °C

por 5 min, primera rampa hasta 150 °C, con un aumento de 9 °C min™. Se mantuvo por 3
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min, segunda rampa hasta 220 °C con un aumento de 9 °C min™. La fuente de iones a
230 °C, cuadrupolo a 150 °C. Inyector modo splitlees, temperatura de 220 °C, 6.97 psi.
Como gas acarreador se uso helio y se inyecté 1 uL de las muestras concentradas en

forma manual.

En la identificacién de terpenoides se usé el programa Data Analysis y la base de datos
que se consulté fue NIST (National Institute of Standards and Technology), basandose en

tiempos de retencion de cada compuesto y los espectros de masas.

3.2.6.9. Clorofilas a, b y totales

La concentracién de clorofilas, se determindé 32 ddt. De los extractos obtenidos de
aminoacidos, se tomo una alicuota 65 uL y se agregaron 170 pL de etanol al 98 % en un
mismo tubo de reaccion, se agité en vortex y se leyd en un espectrofotobmetro (Thermo

Scientific Multiskan), a longitudes de onda de 645 y 665 nm.

3.2.6.10. Azucares totales en hojas y flores

Esta determinacién se hizo en material vegetal tratado por 32 ddt. Se determiné por el
método descrito por Southgate (1976). Para la solucion madre se tritur6 1 g de material
vegetal, se agregaron 50 mL de etanol al 80 % y se coloco en ebullicion por 20 min. Se
/tomd 1 mL de esta solucién para ser evaporada en bafio maria, posteriormente se diluyé
en agua destilada (20 mL). En tubos de ensayo se coloc6 1 mL de esta dilucién, se
adicionaron 2 mL de agua destilada y 6 mL de la solucién de antrona. Posteriormente los
tubos se colocaron en bafio maria en ebullicibn por 3 min, se colocaron en agua fria y se
ley6 a 600 nm en espectofotometro (Thermo Scientific Multiskan), usando una curva

estandar de glucosa como referencia.
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3.2.6.11. Aminoécidos libres totales en hojas y flores

La determinacion de aminoacidos libres fue en hojas y flores frescas tratadas por 32 ddt,
mediante una triple extraccién etandlica, segun lo descrito por Geiger et al. (1998). Se
pesaron 20 mg de material vegetal, se colocaron en tubos de reaccion para las
extracciones etanolicas. Las extracciones etanolicas se realizaron incubando las muestras
en bafo Maria durante 20 min a 80 °C, agregando 500 yL de etanol 80 %, 300 pL de
etanol al 80 % y 500 uL de etanol al 50%, respectivamente. La separacién de fases se
realizé por centrifugacién (14000 rpm, 5 min, 4 °C). La concentracion de aminoacidos
libres se determindé empleando el método de ninhidrina (Moore y Stein, 1954). Las
muestras fueron leidas en espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan) a una longitud

de onda de 570 nm. Se utiliz6 leucina para la elaboracién de la curva patrén.

3.2.6.12. Proteinas solubles totales en hojas y flores

Esta evaluacion se realizé en tejidos tratados por 32 ddt.La extraccion de proteinas se
realizé a partir de hojas y flores de acuerdo a lo descritopor Hoéfner et al. (1989). La
cuantificacion se hizo en 0.5 g de material vegetal con soluciéon de negro amino. La lectura
de las muestras se realizé en un espectrofotébmetro (Thermo Scientific Multiskan) con una
absorbancia de 640 nm. Se utiliz6 albumina de suero bovino para la elaboracion de la

curva estandar.

3.2.7. Andlisis de resultados
Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente de acuerdo al disefio experimental
empleado. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) usando paquete estadistico SAS

(SAS, 2011). Las medias se compararon con la prueba de Tukey (P< 0.05).
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Variables morfolégicas

En el primer muestreo, después de 15 dias de tratamiento, no hubo diferencias
estadisticas en el niumero de ramas primarias y nimero de botones cerrados. En la
variable longitud de ramas primarias, solo fueron estadisticamente los tratamientos con
dosis de N de 4.2 y 12.6 mg L™ de solucién nutritiva; éste ultimo, superior al primero en
23.29 %. Las plantas testigo no fueron diferentes a las que se les aplicaron diferentes

niveles de N (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1 Pardmetros morfolégicos en plantas de cempasuchil después de 15 dias de
tratamiento con diferentes niveles de nitrégeno en la fase de floracion.

Nitrégeno en la NUumero deramas Longitud de ramas Numero de
solucién (mg L™) primarias primarias, cm botones cerrados

0 3.00+£ 0.46 a 8.63+0.33 ab 3.25+0.52 a

4.2 2.75+0.23 a 7.47+0.33 b 2.75+0.23 a

8.4 3.63+0.37 a 8.20+0.73 ab 3.50+£0.27 a

12.6 3.38+0.46 a 9.21+0.52 a 2.88+0.68 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

En la evaluacion realizada 30 dias después del inicio de tratamientos, el nimero de ramas
primarias y secundarias, asi como el numero de botones cerrados no fueron diferentes
estadisticamente entre tratamientos. En el caso de la variable longitud de ramas
primarias, plantas tratadas con la dosis mas baja de N (4.2 mg L™) tuvieron valores
significativamente menores a los de plantas testigo y con la dosis media de éste (8.4 mg

L™) durante la fase de floracién (Cuadro 3.2).

El numero de cabezuelas abiertas se relacion6 de manera positiva con la dosis de N
empleada, presentando las medias mas altas con las dosis de N de 8.4y 12.6 mg L™

Con la ausencia de N y la dosis menor de éste se redujo significativamente el nimero de
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cabezuelas abiertas. EI mayor diametro de éstas se registré con la dosis mas alta de N
adicionada a la solucién nutritiva y super6 en 15.99 y 12.13 % a los tratamientos testigo y
con la menor dosis de N; éstos no fueron estadisticamente diferentes (Cuadro 3.2).
Diversas investigaciones reportan una relacion directa entre la dosis de N y los
parametros de crecimiento, tal es el caso de lechuga, donde al tratarla con cuatro dosis de
N (0, 60, 120 y 180 kg ha™), se concluy6 que con la més alta dosis nitrogenada se tuvo
mayor altura de planta (Boroujerdnia y Alemzadeh, 2007). En orégano, con cuatro niveles
de N evaluados (0, 1, 2, 4 y 8 g por maceta), encontraron una relacién positiva entre la
dosis y la altura de planta (Omer, 2008). En esta investigacion no es contundente el
efecto del N en los pardmetros del crecimiento en los muestreos realizados a los 15 y 30
dias después del inicio de tratamientos, con alta probabilidad esto es debido a la fase
fenoldgica en la cual se aplicaron los tratamientos (floracion), donde ya estaba establecida
la etapa vegetativa y las plantas se habian nutrido con la misma dosis de nitrégeno en la

solucién nutritiva.

Cuadro 3.2 Parametros morfolégicos en plantas de cempasuchil después de 30 dias de
tratamiento con diferentes niveles de nitrégeno en la fase de floracion.

Nitrégeno Longitud de

Namero de NUmero de Numero de Ndmero de Diametro de
en la ramas
ol ramas . . ramas botones cabezuelas cabezuela,
solucién : ) primarias, dari d bi
(mg L'l) primarias cm secundarias cerrados abiertas cm
0 450+0.38 a 7.26+3.63 a 1.03+0.52 a 3.63+0.53 a 1.75+0.23 bc 4.94+0.25ab
4.2 4.00+0.27 a 7.36+3.68 b 0.88+0.32 a 3.13x0.32 a 1.25+0.23 ¢ 5.11+0.13 ab
8.4 5.00+0.65 a 8.91+4.46 a 1.75+0.69 a 3.63+x1.10 a 2.50+0.27 a 4.73+0.39 b
12.6 5.25+0.64 a 8.23+4.12 ab 1.25+0.44 a 3.75+1.09 a 2.38+0.26 ab 5.73+0.36 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

En el Gltimo muestreo realizado después de 45 dias del inicio de tratamientos, el efecto de
la nutricion nitrogenada proporcionada durante la fase vegetativa se ve reducido. Se
observan diferencias estadisticas significativas en el numero de ramas primarias, el
namero de cabezuelas abiertas y el diametro de éstas. Las plantas tratadas con dosis de

N de 8.4 y 12.6 mg L™ tuvieron en promedio 1.5 y 2.75 mas ramas primarias que el
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tratamiento testigo, respectivamente. Mientras que el diametro de cabezuelas de plantas
del tratamiento testigo, represent6 el 83.88 % del didmetro de cabezuelas registrado en

plantas tratadas con la dosis més alta de N (12.6 mg L™) (Cuadro 3.3).

Krol (2011), en Calendula officinalis L., se determiné el efecto de diferentes dosis de N (0,
40, 80, 120 y 160 kg ha') en algunas caracteristicas morfologicas de cabezuelas,
rendimiento y calidad, concluyendo que en esta especie al aplicar la dosis mas alta de N
existia una influencia significativa en el nimero de flores pero no hubo diferencia
significativa en el diametro. En esta investigacidn, se observé en este muestreo el efecto

positivo de dosis crecientes de N en el nUmero y en el diametro de las cabezuelas.
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Cuadro 3.3 Parametros morfologicos en plantas de cempasuchil después de 45 dias de tratamiento con diferentes niveles de

nitrégeno en la fase de floracion.

Nitrogeno ] _ ] Longitud de ) ) .
Numero de Longitud de Numero de Numero de Numero de Diametro de
en la ramas
» ramas ramas ramas _ botones cabezuelas cabezuela,
solucion _ _ _ ) _ secundarias, _
L primarias primarias, cm  secundarias cerrados abiertas cm
(mg L) cm
0 4.63+0.53 b 8.40+0.40 a 2.75+0.99 a 3.20%1.27 a 5.25+1.46 a 1.75+0.23 b 5.36+£0.26 b
4.2 4.63+£0.46 b 8.34+0.45 a 2.38+0.84 a 3.45+0.86 a 5.13+1.32 a 1.75+0.44 b 5.49+0.36 ab
8.4 6.13+0.68 ab  8.60+0.49 a 4.88+0.98 a 2.95+0.92 a 5.88+1.47 a 2.75+0.35 a 5.46+0.38 ab
12.6 7.38+0.65 a 8.01+0.38 a 3.25+1.09 a 4.11+1.14 a 7.75+1.51 a 2.63+0.26 ab  6.39+0.37 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.
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3.3.2. Color (Luminosidad, Hue y Croma)
Romojaro et al. (2007), reportan que el contenido de nitrdgeno en plantas esté
directamente relacionado con la sintesis de proteinas y carotenoides, pudiendo afectar a

la coloracion de los diferentes 6rganos de la planta.

En hojas, el incremento en la dosis de N se asocié con reduccion en los valores de
luminosidad (value) y croma (tonalidad o saturacion). También hubo una reduccion
significativa de luminosidad en hojas con la dosis més alta de N (12.6 mg L™) indica que
el color fue mas oscuro o bien menos brillante. Por otra parte, los altos valores de croma
en el tratamiento testigo, indican colores palidos; mientras que en los tratamientos con N
los colores fueron mas opacos. En los pardmetros de hue (matiz, color propiamente), no
existieron diferencias estadisticas entre tratamientos (Cuadro 3.4). De manera
coincidente a los hallazgos aqui reportados, al evaluar la fertilizacion nitrogenada (0, 75,
150, 225 y 300 kg ha™), en el color de los dientes de cinco cultivares de ajo colorado
(Allium sativum L.); se observaron reducciones en los valores de croma a medida que se
incrementd la dosis de N. Asi también, el hue (matiz) en tres de las cinco variedades
(Fuego, Gostoso y Rubi) se redujo significativamente con el incremento en la dosis
nitrogenada (Gaviola y Lipinski, 2008). En calabacita, Sedano-Castro et al. (2011), al
evaluar tres niveles de N (150, 240 y 330 kg ha™), encontraron que el color verde en frutos

fue favorecido con las dosis mas alta de N (330 kg ha™).
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Cuadro 3.4 Parametros de color en hojas de plantas de cempasuchil tratadas durante 30
dias en la fase de plena floracién, con distintas dosis de N en la solucién nutritiva.

Nitrégeno en la Color
solucion (mg L™ Luminosidad Hue Croma
0 34.18+0.72a 54.05+1.09 a 8.99+0.56 a
4.2 33.02+2.43 ab 54.46+1.16 a 8.06+1.77 ab
8.4 29.92+0.66 ab 51.40+1.34 a 4.78+1.06 b
12.6 28.34+0.52 b 51.84+0.86 a 4.14+0.44 b

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

Los colores intensos de las flores de cempasuchil estan relacionados con el contenido de
carotenoides, es por ello que su diversidad de tonos potencializa el aprovechamiento del
colorante. El género Tagetes varia en los tonos naranjas, amarillos y rojos (Serrato,
2004). En flores, solo la luminosidad fue influenciada significativamente por los
tratamientos. La dosis de N de 8.4 g L™ fue la que ocasioné cabezuelas mas brillantes,
(Cuadro 3.5). De acuerdo con Quintanilla (2004), evaluaron la caracterizacion
colorimétrica y morfométrica de capitulos florales de Tagetes erecta y Tagetes patula, de
acuerdo a su clasificacion establecieron subgrupos el (F5B y F6A) corresponden a los
mas amarillos, y (F5C, F5D y F5E) con capitulos amarillo naranja, los valores de
luminosidad en nuestro estudio son mas cercanos a los que corresponden a la

clasificaciéon F5E.
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Cuadro 3.5 Parametros de color en flores de plantas de cempasuchil tratadas durante 30

dias en la fase de plena floracion, con distintas dosis de N en la solucion nutritiva.

Nitrégeno en la Color
solucion (mg L™ Luminosidad Hue Croma
0 60.93+£1.21b 66.02+1.03 a 46.26+0.74 a
4.2 60.68+0.70 b 61.03+4.01 a 47.06+£0.19 a
8.4 64.64+0.93 a 67.85+1.31 a 47.92+0.97 a
12.6 62.14+1.17 ab 66.36+0.72 a 47.23+0.68 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

3.3.3. Variables fisioldgicas
3.3.3.1. Biomasa seca
La acumulacién de biomasa seca tuvo el siguiente orden: flores>hojas>tallos>raices

independientemente del nivel de N evaluado (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Biomasa seca de flores, hojas, tallos y raices de cempasuchil (Tagetes erecta
Linn.) cv. Inca en fase de floracidén con tratamiento durante 40 dias con cuatro niveles de
N en la solucién nutritiva. Medias + desviacién estandar, con letras distintas en cada

organo indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.
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En seco, el peso de flores, hojas y tallos fue estadisticamente superior en el tratamiento
con mayor concentracion de N (12.6 mg L™); donde el peso de las flores es superior en
casi tres veces al peso del resto de los 6rganos (Figura 3.2). En otros estudios se
reportan tendencias similares a las obtenidas en esta investigacion. Anuradha et al.
(1990), encontraron que el peso individual de flor aumenté al incrementar las dosis de N
en Calendula officinalis L. En esta misma especie, Rahmani et al. (2011), reportaron el
mayor rendimiento con la dosis méas alta de N evaluada (90 kg de N ha™), concluyendo
que esta dosis aumentd la capacidad de produccién de asimilados en los 6rganos
reproductores y en consecuencia se increment6 la produccion de flores. Por el contrario,
Qasim et al. (2003) evaluaron los efectos de diferentes dosis de nitrégeno (0, 20, 30,40y
50 g de N por planta), en el desarrollo y florecimiento de Jasminum sambac, encontrando
que el numero y peso fresco de flores fueron maximos con la dosis de 20 g de N por

planta.

La biomasa seca de hojas mostr6 la misma tendencia observada en flores, mayor peso
con el nivel alto de N adicionado a la solucién nutritiva, siendo diferente estadisticamente
al resto de los tratamientos (Figura 3.2). De la misma manera, en lechuga, al evaluar
cuatro concentraciones de nitrégeno (0, 60,120 y 180 kg de N ha™), la biomasa seca de

hoja increment6 con el aumento en la dosis de N (Boroujerdnia y Alemzadeh, 2007).

En el peso seco de tallos, se registré la misma tendencia que en flores y hojas (Figura
3.2). En raices, se tuvo el mayor peso de biomasa seca en los tratamientos consistentes

en ausencia de Ny el de 12.6 mg L™ (Figura3.2).
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3.3.3.2. Concentracion y acumulacion de macronutrimentos (N, P, K, Ca, Mg y S)

Nitrégeno. El orden de concentracion de N fue diferente entre tratamientos. En plantas
tratadas con dosis de N de 12.6 mg L™, la mayor concentracion de este elemento se
registrd en hojas y tallos; en plantas tratadas con 8.4 mg L™, se registré en flores la mayor
concentracion de N; y en el tratamiento sin nitrégeno la mayor concentracién de éste se

tuvo en raices (Figura 3.3).

En todos los érganos existieron diferencias estadisticas significativas en la concentracion
de N. En hojas y tallos (Figuras 3.3A y 3.3C), se observa una relacion positiva entre la
dosis de N suministrada y la concentracion de este elemento. En hojas las
concentraciones registradas con las dosis de N de 8.4y 12.6 mg L™, fueron mayores a 30
g kg™ de materia seca y estadisticamente superiores al resto de los tratamientos (Figura
3.3A). En tallos, los resultados de la prueba de comparacion de medias, forman cuatro
grupos estadisticos, donde se observa la media mas alta de concentracion con la dosis de
N de 8.4 mg L™. Es importante enfatizar, que con la dosis siguiente, la concentracion de N
en tallo se reduce de manera significativa (Figura 3.3B). En raices, de manera general la
tendencia observada en funcién de la concentracion de N adicionada a la solucién

nutritiva es negativa (Figura 3.3D).
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Figura 3.3 Concentracion de nitrégeno en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
planta de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucion nutritiva durante
la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).

El orden de acumulacion de N en la dosis mas alta de N fue el siguiente flores > hojas >
tallos > raices. La acumulacion de N en todos los érganos evaluados mostré diferencias
estadisticas significativas, y la tendencia fue similar a la observada en la variable
concentracion de N; es decir, se observé que la mayor concentracién de Nen la solucion
nutritiva, incrementd significativamente la acumulacién de N en hojas, flores y tallos,

excepto en raices donde la mayor acumulacion de N fue en el testigo (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Acumulacién de nitrégeno en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
cempasuchil tratado con diferentes dosis de N en la solucion nutritiva durante la fase de
floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).

Fosforo. El orden de concentracion de P, independientemente del nivel de N adicionado
fue como sigue: hojas > tallos > flores > raices (Figura 3.5). La concentracion foliar de P
fue estadisticamente superior con las dos dosis mas altas de N, en comparacion con el
resto de los tratamientos (Figura 3.5A). En flores, la concentracion de P solo fue

estadisticamente diferente entre el tratamiento testigo y el tratamiento con la dosis mas
124



alta de N adicionada a la solucion nutritiva; se observd una relacion negativa; es decir la
dosis creciente de N reduce de manera gradual la concentracién de P en flores (Figura
3.5B). Tallos de plantas tratadas con N a una concentracion de 8.4 mg L™ tuvieron una
concentracion de P estadisticamente superior al resto de los tratamientos (Figura 3.5C).
En raices no existieron diferencias estadisticas entre tratamientos en la concentracion de

P (Figura 3.5D).
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Figura 3.5 Concentracion de fosforo en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
plantas de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucién nutritiva durante
la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican
diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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Con las dos concentraciones de N mas altas en la solucién nutritiva, se registré el
siguiente orden de acumulacion de P flores> hojas > tallos (Figura 3.6). Asi también se
observa en hojas, flores y tallos, una relacién positiva entre la concentracion de P en
estos o6rganos y la concentracion de N en la solucién nutritiva (Figuras 3.6A, 3.6B y
3.6C). En raices no existieron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, en

la variable acumulacién de P (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Acumulacion de fésforo en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
plantas de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucién nutritiva durante
la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican
diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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Potasio. La concentracién de K en hojas y tallos guardaron una relacién positiva con la
concentracion de N en la solucién nutritiva en el intervalo de 0 a 8.4 mg L™; con la
concentracion superior de N en la solucion nutritiva, la concentracion de K en ambos
organos disminuye en forma importante (Figuras 3.7A y 3.7C). La misma tendencia
observada en hojas y tallos, se tuvo en inflorescencias, donde en el intervalo de N de 0 a
8.4 mg L' se observaron incrementos moderados, no significativos en la concentracion de
K en este 6rgano. Asi también, alta dosis de N redujo la concentracion de K en flores
(Figura 3.7B). En raices, se observan las mismas tendencias que en el resto de los

organos, pero no existieron diferencias estadisticas entre tratamientos (Figura 3.7D).
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Figura 3.7 Concentracion de potasio en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de

plantas de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucién nutritiva durante

la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).

En la acumulacion de K, existieron diferencias estadisticas significativas en todos los

organos de la planta, en funcion de los tratamientos de N evaluados (Figura 3.8). La

mayor acumulacién de K* se registr6 en flores > tallos > hojas > raices. En hojas, flores y

tallos se observo una relaciéon positiva la acumulacién de K y la concentracion de N en la
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solucion nutritiva; es decir, con la mayor concentracion de N en la solucién nutritiva se
registré la mayor acumulacion de K* (Figuras 3.8A, 3.8B y 3.8C). En raices, altas dosis
de N en la solucién nutritiva reducen significativamente la acumulacién de K (Figura

3.8D).
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Figura 3.8 Acumulacién de potasio en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
plantas de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucién nutritiva durante
la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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Calcio. En hojas y raices, la concentracion de Ca no fue influenciada de manera
significativa por las concentraciones de N en la solucién nutritiva (Figuras 3.9A y 3.9D).
En flores, la concentracién de Ca se reduce de forma significativa con concentraciones de
N en la solucién nutritiva superiores o iguales a 8.4 mg L™ (Figura 3.9B). En tallos se
tuvieron diferencias estadisticas significativas en la concentracion de Ca entre
tratamientos, observandose que con dosis de N de 8.4 mg L™ de solucién nutritiva, ésta es

mayor al resto (Figura 3.9C).
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Figura 3.9 Concentracion de calcio en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
plantas de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucién nutritiva durante
la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican
diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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La acumulacién de Ca en hojas, flores y tallos (Figuras 3.10A, 3.10B y 3.10C) fue
significativamente mayor al resto de los tratamientos, cuando en la solucion nutritiva la
concentracion de N fue de 12.6 mg L™. En raices los tratamientos con las dosis de N en la

solucion nutritiva no afectaron estadisticamente la acumulacion de Ca (Figura 3.10D).
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Figura 3.10 Acumulacién de calcio en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
plantas de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucion nutritiva durante
la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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Magnesio. Se observd una relacion positiva entre la dosis de N en la solucion nutritiva en
el intervalo de 0 a 8.4 mg L™ y la concentracién de Mg en hojas v tallos (Figuras 3.11A y
3.11C). Por el contrario, en flores el incremento en la dosis de N reduce la concentracion
de Mg (Figura 3.11B). Al igual que otros macronutrimentos, la concentraciéon de Mg en

raices no fue afectada por los tratamientos (Figura 3.11D).
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Figura 3.11 Concentracién de magnesio en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
plantas de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucidn nutritiva durante
la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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En la acumulacién de Mg, existieron diferencias estadisticas significativas en todos los
6rganos de la planta de cempasuchil (Figura 3.12).Se observé una relacion directa entre
ésta y la concentracion de N en la solucién nutritiva; es decir, con la mayor concentracion
de N en la solucién nutritiva se registré la mayoracumulacion de Mg; lo anterior en hojas,
flores y tallos (Figuras3.12A, 3.12B y 3.12C). En raices, por el contrario existi6 una
relacién inversa entre la acumulacion de Mg y la dosis de N en la solucién nutritiva

(Figura 3.12D).
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Figura 3.12 Acumulacion de magnesio en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
plantas de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucion nutritiva durante
la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican
diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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Azufre.La mayor concentracién de S se registré en hojas > tallos > flores (Figura 3.13).
En los tratamientos consistentes en 4.2 y 8.4 mg N L™ de solucién nutritiva, se registraron
las mayores concentraciones de S en hojas (Figuras 3.13A); en tallos, con la dosis de N
de 8.4 mg L™ (Figura 3.13C). En flores, la ausencia de N y la menor dosis de éste en la
solucién nutritiva, propiciaron el incremento en la concentracion de azufre (Figura 3.13B).
En raices no existieron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos en la

concentracion de S (Figura 3.13D).
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Figura 3.13 Concentracion de azufre en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
plantas de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucién nutritiva durante
la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican
diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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El orden de acumulaciéon de S en o6rganos de cempasuchil fue hojas> flores> raices>
tallos; y entre érganos existieron diferencias estadisticas entre tratamientos (Figura 3.14).
En el intervalo de concentracion de N de 0 a 8.4 mg L™, se observan tendencias positivas
en la acumulacién de S en hojas, tallos y flores; destacando que con la dosis superior de
N los resultados obtenidos en esta variable no son diferentes estadisticamente a los

registrados con la dosis de N de 8.4 mg L™ en la solucién nutritiva (Figura 3.14A, 3.14B
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Figura 3.14 Acumulacion de azufre en hojas (A), flores (B), tallos (C) y raices (D) de
plantas de cempasuchil tratadas con diferentes dosis de N en la solucién nutritiva durante
la fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05).
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Las fuentes de nitr6geno absorbidas por las plantas incluye formas inorganicas (nitrato y
amonio) y orgénicas (urea y aminodcidos). Las plantas han involucrado mudltiples
estrategias para adquirir nitrégeno (Crawford y Glass, 1998). Las especies vegetales
tienen la capacidad de absorber y asimilar nitrato, amonio, urea y aminoacidos como
fuentes de nitrégeno, pero la respuesta a una particular forma de nitrégeno varia segun la
especie.

El nitrogeno (N) es fundamental en el metabolismo, crecimiento y desarrollo de las plantas
y las interacciones con otros nutrimentos. Las plantas absorben el P en forma de fosfato
inorganico, como aniones fosfato monobésico (H,PO,) y fosfato dibasico (HPO,?). La
capacidad de las raices de absorber P esta regulada por transportadores de alta y baja
afinidad (Rubio, 2002). Numerosos trabajos reportan interacciones positivas entre el N y
P, debido a que el N induce el incremento en la absorcion de P y altos rendimientos
(Adams, 1980). En un estudio realizado por Wilkilsonet al. (1999), mencionan que el N
incrementa la absorcion de P. Mientras tanto, las concentraciones crecientes de K, Ny Ca
provocan la deficiencia de Mg en tomate, causando reducciones en el rendimiento, las
mayores pérdidas de rendimiento ocurren con altos niveles de N y K (Adatia y Winsor,
1971). La absorcion de NOj3  estimula la absorsion de cationes como el Ky el Ca (Fageira,
2001), como lo menciona Kawasaki (1995) donde el contenido de Ca aumenta cuando se
aplic6 N como fuente de nitrogeno NOj, en arroz, trigo, maiz, calabaza y jitomate. La
interaccion negativa de N-Mg ha sido reportada en chile por Garcia-Hernandez et al.
(2007) y en nopal por Magallanes-Quintanar et al. (2005), aunque aun no tiene una

explicacion fisiologica.
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3.3.3.3. Carotenoides totales en flores

Para optimizar la produccion de carotenoides, no basta producir biomasa, sino se requiere
determinar las condiciones ambientales que estimulen su biosintesis dentro de las células
(Lopez-Elias et al., 2013). En este estudio las mayores concentraciones de carotenoides
totales en flores se registraron en plantas tratadas con concentraciones de N de 4.2y 8.4
mg L™ en la solucién nutritiva (Figura 3.15). De manera similar a estos hallazgos, en el
cultivo con tomillo al evaluar cuatro dosis de N (0, 45, 90 y 135 kg ha™), obtuvieron un
efecto negativo con las dosis mas altas de N (> 90 kg ha®) en la concentracion de
carotenos durante la segunda cosecha de evaluacion (Baranauskieneet al., 2003). De
igual manera, Ukom et al. (2011), al evaluar dosis de N (0, 40, 80 y 120 kg N ha™) en
cuatro variedades de camote (Ipomoeabatatas L. Lam), concluyeron que incrementos en
la dosis de fertilizacion nitrogenada por encima de 80 kg ha™, no ocasionan un incremento
en el rendimiento de isbmeros trans-cis-p-caroteno; excepto en la variedad CIP Tanzania.
Asi mismo, Lopez-Elias et al. (2013), reportaron en algas microscépicas Dunaliella
tertiolecta, tratadas con diferentes concentraciones de nitrato, que la concentracion de
carotenoides aumenta cuando esta microalga es cultivada en un medio limitado en
nitrégeno. Contrario a todo lo expuesto anteriormente, es lo reportado por Kopsell et
al.(2007)en tejidos de hojas de col de tres variedades tratadas con 6, 13, 26, 52 y 105 mg
de N L™, donde en las tres variedades se observaron incrementos en luteina y B-caroteno
al aumentar las dosis de N. En perejil, Chenard et al.(2005) reportaron incrementos de
luteina, zeaxantina y B-caroteno al incrementar la dosis nitrogenada a 105 mg L™. Asi
mismo en lavanda (Lavandula angustifolia Mill.), con dosis altas de N (200 kg ha™) se

tuvieron incrementos importantes en carotenoides en flores (Biesiada et al., 2008).
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Figura 3.15 Carotenoides totales en flores de plantas de cempasuchil var. Inca, tratadas
durante 36 dias con diferentes niveles de N en la solucion nutritiva en fase de floracion.
Medias = DE con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre
tratamientos. PS= peso seco.

3.3.3.4. Fenoles totales en hojay flor

Los compuestos polifendlicos totales (CPF) que se han reportado en cempasuchil
comprenden 5.507-5.747 mg EAC (PF) (equivalentes de &cido clorogénico PF) y por el
método de cloruro de aluminio 52.6-186.2 mg ERut/100 g (equivalentes de rutina PS)
(Mercado-Mercado et al., 2013).

En hojas, de manera general no se evidencia un efecto del N en la concentracion de
fenoles totales; se obtuvo la media mas alta en el tratamiento testigo, y éste no es
estadisticamente diferente a los resultados obtenidos con las dosis altas de N evaluadas
(4.2 y 8.4 mg L") (Figura 3.16A). La ausencia de N en la solucién nutritiva durante la fase

de floracion, redujo de manera significativa la concentracién de fenoles totales; mientras
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que, por el contrario, la mas alta concentracion de fenoles totales se tuvo con 4.2 mg L™,

superando al tratamiento testigo en 36.37 % (Figura 3.16B).
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Figura 3.16 Fenoles totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil var. Inca,
tratadas por 30 dias con diferentes niveles de N en la solucidon nutritiva en fase de
floraciébn. Medias + DE con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P <

0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.
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Mohd et al. (2011) al evaluar cuatro niveles de fertilizacién nitrogenada (0, 90, 180 y 270
kg ha) enLabisia pumila Blume, encontraron la mayor produccién de fenoles totales en
ausencia de nitrégeno, resultados similares a los aqui obtenidos en hojas. De la misma
manera, en el estudio realizado por Biesiada et al. (2008) en lavanda, se presentd una
disminuciéon en el contenido de polifenoles bajo el efecto de la alta fertilizacion
nitrogenada. También en mostaza de la India (Brassica juncea Cross), al incrementar la
dosis de nitrégeno de 10 mM a 25 mM en la solucion nutritiva, las concentraciones de
compuestos fendlicos totales disminuyen (Li et al., 2008).

En contraste a los resultados antes descritos, en arandano (Vaccinium myrtillus)
estudiaron los efectos de la fertilizacion nitrogenada, la aplicacion de una dosis moderada
de N no afectdé de manera significativa la concentracion y el contenido de compuestos
fendlicos; con altas dosis de N, se incrementaron estas variables en forma significativa
(Witzell y Shevtsova, 2004). De la misma manera Giletto et al. (2013) en papa
concluyeron que el incremento de fenoles totales se relaciona de manera positiva con el
aumento en la dosis de N. Stumpf et al. (2015) investigaron la influencia de la fertilizacion
nitrogenada en la concentracion de fenoles totales en trigo (Triticum aestivum), concluyen

gue al incrementar la dosis de N, los compuestos fendlicos aumentan.

3.3.3.5. Flavonoides totales en hojay flor

En hojas la concentracion de flavonoides totales en plantas del tratamiento testigo fue
menor en 10.77 % a la registrada en hojas de plantas tratadas con la dosis mas altas de
nitrégeno; sin embargo, la diferencia entre éstos no es significativa. Asi también, las
concentraciones foliares de flavonoides totales en el testigo no difieren estadisticamente

al resto de tratamientos (Figura 3.17A). En contraste, en hojas Labisia pumila Blume, los
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flavonoides disminuyen al incrementar la fertilizacién nitrogenada a 90,180 y 270 kg ha™,

en 42, 43 y 57 % respectivamente, en comparacion con el testigo (Mohd et al., 2011).

En flores, la mas alta concentracion de flavonoides totales se tuvo en el tratamiento con

dosis de N de 4.2 mg L™, superando estadisticamente al resto de los tratamientos (Figura

3.17B). Del mismo modo, en caléndula (Calendula officcinalis), las flores de plantas que

recibieron las dosis mas altas de nitrégeno (120 y 160 kg ha™), tuvieron contenidos

inferiores de compuestos fendlicos (Krél, 2011). Felgines et al. (2000) consideran que la

deficiencia de nitrégeno aumenta el contenido de flavonoides en plantas.
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Figura 3.17 Flavonoides totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil var.

Inca, tratadas por 30 dias con diferentes niveles de N en la solucién nutritiva en fase de

floracion. Medias + DE con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P <

0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.
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3.3.3.6. Actividad antioxidante en hojay flor
La actividad antioxidante en hojas a los tres tiempos de incubacion no presento
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Cuadro 3.6).

Cuadro 3.6 Actividad antioxidante en hojas de cempasuchil después de 30 dias de
tratamiento con diferentes niveles de nitrégeno en la solucion nutritiva.

- . . -1
Nitrégeno en la solucién (mg L) Actividad Antioxidante (mg g™)

15 min 30 min 60 min
0 0.71+0.01 a 0.62+0.01 a 0.64+0.01 a
4.2 0.69+0.00 a 0.59+0.01 a 0.61+0.01 a
8.4 0.71+0.01 a 0.59+0.01 a 0.60+0.01 a
12.6 0.69+0.04 a 0.60+0.02 a 0.61+0.02 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

Por otra parte, la actividad antioxidante medida en flores a los 30 y 60 min de incubacion,
muestra que el tratamiento con la dosis mas alta de N superé al testigo en cada caso en
34.92 y 31.0 % respectivamente, siendo estos tratamientos diferentes estadisticamente
(Cuadro 3.7).

Cuadro 3.7 Actividad antioxidante en flores de cempasuchil después de 30 dias de
tratamiento con diferentes niveles de nitrégeno.

Nitrogeno en la Actividad Antioxidante (mg g™)
solucién (mg L™) 15 min 30 min 60 min
0 0.62+0.19 a 0.63+0.04 b 0.58+0.04 b
4.2 0.76x0.19 a 0.86+0.00 a 0.87+0.00 a
8.4 0.92+0.01 a 0.81+0.03 a 0.86+0.00 a
12.6 0.91+0.01 a 0.85+0.01 a 0.76+0.09 ab

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

Caso contrario en nuestro estudio en hojas y flores (Cuadros 3.4 y 3.5); Biesiada et al.
(2008) al investigar con tres dosis de N (50, 100 y 200 kg ha™) en lavanda (Lavadula
angustifolia Mill.) la actividad antioxidante en flores, se encontré que la mayor actividad

antioxidante se tuvo con la dosis de N de 50 kg ha™, siendo significativamente superior al
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resto de los tratamiento. En hojas, se tuvo efecto positivo de la dosis de N en la actividad
antioxidante; es decir superior en la dosis mas alta de N. Mientras tanto en hojas de
mostaza de la India (Brassica juncea Coss) tratada con dos niveles de nitrégeno en la
solucién nutritiva (10 y 25 mM) y tres niveles de azufre (0.5, 1 y 2 mM), concluyen que al
incrementar las aplicaciones de N disminuye la actividad del radical DPPH (Li et al.,

2008).

3.3.3.7. Rendimiento de aceites esenciales en hojay flor

El rendimiento de aceites esenciales tanto en hojas como en flores (Figuras 3.18A vy
3.18B) mostré una relaciébn negativa con la dosis suministrada de N en la solucién
nutritiva; esta respuesta probablemente sea debida a la reduccién en la acumulacion de

materia seca cuando las plantas fueron desabastecidas de N en el tratamiento testigo.
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Figura 3.18 Rendimiento de aceites en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas por 40 dias con diferentes niveles de N en la solucién nutritiva en fase
de floracion. Medias + DE con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P <

0.05) entre tratamientos.

El rendimiento de aceites esenciales en hojas de plantas tratadas con N en una
concentracion de 12.6 mg L™ de solucién nutritiva, fue inferior al testigo en 50.47 %. De la
misma manera en flores, el rendimiento de aceites con la dosis mas alta de N evaluada
representd solo el 25.97 % del rendimiento registrado en el testigo (Figura 3.18). Caso
similar se reporta en un estudio con tomillo, donde las plantas fueron tratadas con las

dosis nitrogenadas 0, 45, 90 y 135 kg ha™; se concluyé que las dosis de 45y 90 kg ha™
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fueron los mas eficaces en términos de rendimiento de aceite esencial (Baranauskieneet

al., 2003).

Por el contrario, en un estudio con Lippia los mayores rendimientos de aceites esenciales
se obtuvieron en las accesiones de L. origanoides con la aplicacibn mas alta de N
suministrada a partir de urea (100 kg ha™) (Zambrano et al., 2013), esta respuesta la
atribuyen a las condiciones naturales de alta fertilidad del suelo del estudio. También en
albahaca al fertilizar las plantas con N a razén de 300 kg ha™, se incrementd el
rendimiento de aceite en hojas (Sifola y Barbieri, 2006). Singh et al. (2008) en Tagetes
minuta, reportan como nivel 6ptimo de fertilizacion con N, 150 kg ha™, dosis con la cual se
supera el rendimiento de aceites obtenido con dosis nitrogenadas de 0, 50 y 100 kg ha™,

en 142, 49, y 23 %, respectivamente.

3.3.3.8. Composicion de aceites esenciales por 6rgano

Los tiempos de retencion de los compuestos de aceites esenciales identificados en hojas,
flores, tallos y raices se presentan en el Cuadro3.8. La técnica GS/MS permitio identificar
15 compuestos diferentes en los distintos 6rganos de la planta de T. erecta var. Inca.
Serrato-Cruz et al. (2014), en Tagetes terniflora HBK para la produccion de aceite
esencial, evaluaron la distancia entre plantas (15x80, 30x80 y 60x80) y la fertilizaciéon con
N a partir de urea (0, 60 y 120 kg ha™), e identificaron once componentes principales del
aceite esencial entre ellos estan E-tagetona, cis-tagetenona, trans-tagetenona,
dihidrotagetona, trans-p-ocimeno, propenil anisol, sphatulenol, allil anisol, Z-tagetona vy
limoneno; estos resultados solo coinciden en dos componentes con los identificados en
este estudio (Cuadro 3.8). Por otro lado, en otro estudio realizado mediante el analisis por

GC-MS se identificaron 18 componentes en el aceite esencial de Tagetes erecta, entre los
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principales se tuvieron [-cariofileno, limoneno, metileugenol, (E)-ocimeno, piperitona,
piperitenona, a-terpinoleno siendo algunos similares a nuestro estudio (Pérez-Gutiérrez et

al., 2006).

Cuadro 3.8 Tiempos de retencion de compuestos identificados en aceites esenciales de
hojas, flores, tallos y raices de plantas de cempasuchil tratadas con diferentes niveles de
nitrégeno.

Compuesto Tiempo de Compuesto Tiempo de
retencion, min retencion, min

Cariofileno 19.36 Terpinoleno 13.4
a-Pineno 9.93 1,3,8-Mentatrieno 13.9
D-Limoneno 12.15 B-Farneseno 19.96
Trans-B-ocimeno 12.32 Piperitona 16.47
Cis-B-ocimeno 12.54 Eugenol 18.37
D-Germacreno 20.86 Careno 13.34
B-Mirceno 11.36 2-Norpineno 19.54
Decano 11.44

Componentes del aceite esencial de hojas. Se identificaron diez componentes
diferentes en este érgano, sélo cariofileno, a-pineno, D-limoneno, Trans-B-ocimeno y cis-
B-ocimeno fueron consistentes en todos los tratamientos (Figura 3.19).

La concentracion porcentual de los compuestos fueron muy variables en todos los
tratamientos. Se presentaron diferencias estadisticas significativas en cariofileno, donde la
dosis mas alta de N adicionada ocasion6 un incremento en éste en 130 %, en
comparacion con el testigo. Por el contrario, el a-pineno a esta dosis de N, tuvo una
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concentracion de signficativamente inferior al resto de los tratamientos, el mismo
comportamiento se presentd en D-limoneno. La mayor concentracion de trans-f-ocimeno
fue en el tratamiento de N de 4.2 mg L™ en la solucién nutritiva y el cis-B-ocimeno fue en
el testigo y la dosis de 8.4 mg L™ donde se presenté la mayor concentracion porcentual de
este compuesto (Figura 3.19). En ajedrea de jardin (Satureja hortensis) en respuesta al
carbonato de calcio y niveles de N (0, 50, 100 y 150 kg ha™); se observd por efecto
principal de nitrégeno, que el a-pineno aumenta al incrementar la dosis de N;
coincidentemente con lo aqui observado en hojas (Mumivand et al., 2011). El limoneno
se encontrd en tres variedades de albaca (Ocimum basilicum L.), con dosis altas de N
(300 kg ha), obteniéndose porcentajes de éste de 13.2 % en la variedad Mostruoso
mammouth, 17.3 % en Genovese profumatissimo y en Napoletano a foglia di lattuga el

16.8 % (Sifola y Barbiere, 2006).

En los constituyentes de aceites de hojas, D-germacreno, B-mirceno, existieron
diferencias estadisticas significativas siendo en ausencia de N y con la dosis baja de éste,
respectivamente, donde se registré6 de manera exclusiva su presencia. Los componentes
terpinoleno, 1,3,8-mentatrieno y B-farneseno; por el contrario, solo a dosis altas de N
fueron identificados(Figura 3.19).

En un estudio con especies y accesiones de Lippia, Zambrano et al. (2013), mencionan
gue las diferencias en la composicion quimica de los aceites estuvieron mas asociadas a
la especie y accesioén que con la aplicacion de gallinaza y urea (dosis de N de 50 y 100
kg ha™). En orégano al fertilizar con cuatro niveles de N (0, 1, 2, 4 y 8 g de sulfato de
amonio por maceta), el a-pineno coincidié con este estudio, la mayor concentracion de
éste se tuvo en el testigo con 0.39 % (Omer, 1999). También este compuesto se encontrd
en mayor proporcion en albahaca lima (Ocimum americanum L.) al utilizar nitrato de

amonio (33.5 % de N) (Omer et al., 2008).
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Figura 3.19 Concentracion porcentual de los componentes del aceite esencial de hojas de plantas de cempasuchil tratadas con

diferentes concentraciones de N en la solucion nutritiva durante la fase de floraciéon. Medias + DE con letra distinta en cada

subfigura, indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, P < 0.05).
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Componentes del aceite esencial en cabezuelas. Se identificaron once componentes
diferentes en este érgano, de éstos, no estuvieron presentes en hojas piperitona, eugenol,
terpinoleno y careno (Figura 3.20).

Las concentraciones de cariofileno, Trans--ocimeno, D-limoneno, B-farneseno y Eugenol
no fueron estadisticamente diferentes entre tratamientos. El Unico componente que
mostré diferencias estadistica significativa y se presenté en todos los tratamientos fue el
cis-B-ocimeno, donde el testigo tuvo la mayor concentracion porcentual (Figura 3.20).

El terpinoleno, careno, B-mirceno y D-germacreno solo se presentaron en alguno de los
tratamientos de estudio siendo muy variable entre ellos, es decir el terpinoleno y B-
mirceno se presentod en el tratamiento consistente en la dosis de N de 8.4 mg L™, careno
en el tratamiento con 12.6 mg L™ y en el testigo el D-germacreno (Figura 3.20).
Sharafzadeh et al. (2011), reportan en tomillo (Thymus vulgaris L.) que al evaluar
diferentes fuentes y concentraciones de nitrégeno (0, 50 y 100 mg kg™ como urea o como
nitrato de amonio), los componentes identificados que coinciden con nuestro experimento
son a-pineno, terpinoleno y D-Germacreno. De la misma manera, Omer et al. (2008),
usaron nitrato de amonio (33.5 % de N), sulfato de amonio (20.5 % de N) y urea (46 % de
N), y diferentes fechas de aplicacién, como resultado obtuvieron mayor concentracion de
eugenol con un 39.42 % con nitrato de amonio. También en tres variedades de albahaca
al suministrar diferentes concentraciones de nitrégeno (0, 100 y 300 kg ha™) en las
variedades “Mostruoso mammouth” y “Genovese profumatissimo” se tuvieron 16.5 y 20.9
% de eugenol respectivamente cuando se fertilizé con la dosis més alta de N (Sifola y

Barbieri, 2006).
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Figura 3.20 Concentracion porcentual de los componentes del aceite esencial de cabezuelas de plantas de cempasuchil tratadas
con diferentes concentraciones de N en la solucién nutritiva durante la fase de floracion. Medias + DE con letra distinta en cada

subfigura, indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, P < 0.05).
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Componentes del aceite esencial en tallos. Solo se presentaron cuatro compuestos en

este 6rgano (Figura 3.21). La mayor concentracion de cariofileno fue en el tratamiento

consistente en la dosis de N de 8.4 mg L™, piperitona y B-farneseno en el tratamiento de

4.2 mg L, estos tres componentes fueron consistentes en todos los tratamientos y

presentaron diferencias estadisticas significativas (Figura 3.21).

10
a
8 ‘} ab
=R
o 6
c
2
o 4
® b b
(@]
) ﬂ H
0
0 42 84 12.6
N en la solucion nutritiva, mg L
14 a
12
X 10 ab
g"- ——
S 8
E= b
s 6
o
4
2
0
0 4.2 8.4 12.6

N en la solucién nutritiva, mg L

2-Norpipeno, %

pB-Farneseno

3.0
a
25 —
2.0
1.5
1.0
0.5
b b b
0.0
0 4.2 8.4 12.6
N en la solucién nutritiva, mg L
15 a .
BN =

12 b b

= £
9
6
3
0

0 4.2 8.4 12.6

N en la solucion nutritiva, mg L

Figura 3.21 Concentracion porcentual de los componentes del aceite esencial de tallos de

plantas de cempasuchil tratadas con diferentes concentraciones de N en la solucién

nutritiva durante la fase de floracion. Medias + DE con letra distinta en cada subfigura,

indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, P < 0.05).
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Componentes del aceite esencial en raices. Se identificaron cinco compuestos, siendo
el decano encontrado de manera exclusiva en éste 6rgano (Figura 3.22).
El unico compuesto presente en todos los tratamientos fue el B-farneseno, pero no hubo

diferencias estadisticas significativas (Figura 3.22).
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Figura 3.22 Concentracion porcentual de los componentes del aceite esencial de raices
de plantas de cempasuchil tratadas con diferentes concentraciones de N en la solucion
nutritiva durante la fase de floracion. Medias + DE con letra distinta en cada subfigura,

indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, P < 0.05).
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3.3.3.9. Concentracion de clorofilas

Uno de los parametros biofisicos mas relacionados con la cantidad de nitrégeno en la
planta es el contenido de clorofila, dado que la mayor parte de este elemento se
encuentra en las moléculas de clorofila (Taiz y Zeiger, 2002); de esta forma, una
deficiencia de N estd altamente correlacionada con la reduccion de clorofila y de manera
notoria asociada con un cambio en la reflectancia del verde (Costa et al., 2001; Brizuela et
al., 2007) y por consiguiente la nutricién de las plantas y la produccion.

En la Figura 3.23 se presentan las concentraciones foliares de clorofilas bajo los
diferentes niveles de N; éstas fueron estadisticamente diferentes entre tratamientos. Las
plantas testigo tuvieron una concentracion de clorofilas inferior; representando solo el
50.06, 51.10 y 50.69 % de las clorofilas a, b y total registradas en hojas de plantas
tratadas con N a razén de 12.6 mg L™ en la solucién nutritiva (Figura 3.23). De manera
similar Porto et al. (2013), mencionan en mani forrajero (Arachis pintoi) que las
concentraciones de clorofilas a, b y total en respuesta a cuatro dosis de N (0, 40, 80 y 120
kg ha™), fueron mas altas con la dosis de N de 120 kg ha™. En albaca (Polityca y Golcz,
2004), con diferentes dosis de N (0, 1.35y 1.80 g por planta), al evaluar en dos cosechas
(en el comienzo y plena floracion) el contenido de clorofilas a y b, encontraron que la

fertilizacion nitrogenada tuvo un efecto significativo en el incremento de ambas clorofilas.
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con letras distintas en cada variable, indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05)
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El aumento en el contenido de clorofila, con la fertilizacién nitrogenada, ha sido informada

por muchos trabajos: Warren et al. (2005) en hojas de Pinus pinaster Aiton, Boussadia et

al. (2010) en Olea europea, Seneweera et al. (2011) en hojas de arroz, Mohdet al. (2011)

en Labisia pumila Benth. & Hook.f., probablemente debido a que el nitrdgeno favorece la

e y Bonilla, 2009).
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de carbohidratos en
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monosacéridos que son utilizados durante el crecimiento y desarrollo. La sacarosa es el

principal producto de la fijacion de carbono durante la reaccion fotosintética y el almidon

es el principal carbohidrato de reserva en las plantas (Avigad y Dey, 1997).
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En la Figura3.24A se presentan los resultados del andlisis foliar de azulcares totales,
donde no hay efecto significativo de las dosis de N evaluada. Por el contrario,
Baranauskieneet al. (2003), al evaluar cuatro concentraciones de N (0, 45, 90 y 135 kg
ha') en tomillo (Thymus vulgaris), realizaron dos cosechas durante su produccion y en la
segunda cosecha se presentd un incremento significativo de azlcares totales y sacarosa
con dosis bajas de N. También enplantulas de Labisia pumila, los carbohidratos totales no
estructurales fueron influenciados por los niveles de nitrdgeno aplicados, éstos
disminuyeron al incrementar la fertilizacion de N, siendo el valor méas bajo en 270 kg N ha
Y en un 27 % (Mohd y Jaafar, 2011).

De la misma manera que en hojas, en flores la concentracion de azucares totales no fue
estadisticamente diferente entre tratamientos (Figura 3.24B). Chain et al. (2002) indican
que los azucares estructurales y no estructurales son almacenados en tallos, hojas y
pétalos proveen la energia necesaria para que la flor complete su desarrollo. Mientras,
Huber (1994) menciona que hay un movimiento de azucar a la planta provocado por la
transpiracion, lo cual lleva a una acumulacion de azucares en tallos y hojas, para
posteriormente ser trasladado a los pétalos via floema. Por tanto, los hidratos de carbono
constituyen la principal fuente de energia, necesaria para la inflorescencia en procesos
fisiol6gicos y bioquimicos. Las concentraciones adecuadas de carbohidratos en las
inflorescencias en el momento de la cosecha son determinantes en la vida en florero,
debido a que la apertura de la inflorescencia es un proceso que requiere una fuente de

energia (Aparecida-Almeida et al., 2011).

Del Pozo et al. (2002), reportaron en pasto estrella (Cynodon nlemfuensis) que el
contenido de carbohidratos solubles estructurales esta determinado por factores

metabdlicos relacionados con la fotosintesis, respiracion y distribucién de nutrimentos que
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pueda generar cada planta y puede modificarse con el nivel de nitrégeno en la planta y su

estado fisiologico, siempre que las condiciones climaticas no sean una limitacion.
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Figura 3.24 Azucares totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil var.
Inca, tratadas con diferentes niveles de N en fase de floracion durante 30 dias. Medias +
DE con letras distintas en cada variable, indican diferencias significativas (Tukey, P <

0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.
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3.3.3.11. Aminoacidos libres totales en hojas y flores

En hojas, las concentraciones de N altas (8.4 y 12.5 mg L™) ocasionaron incremento
significativo de la concentracion de aminoacidos libres totales; siendo el tratamiento
testigo el de menor concentracion de aminoacidos (Figuras 3.25A). En inflorescencias
(Figura 3.25B), también se observa un efecto positivo de la adicion de N en la solucion
nutritiva; particularmente con la dosis mas baja evaluada (4.2 mg L™). En el mismo
sentido, Trejo-Téllez et al. (2005), al asperjar urea foliar al 2 %, reportan que la
concentracion de aminoécidos libres se relaciona en una forma positiva tanto en hojas
como en raices en espinaca. Asi también Meuriot et al. (2003) reportan en alfalfa en dos
experimentos; en el primero se evaluaron dos tratamientos N éptimo y N-limitado; en el
segundo experimento, se evaluaron concentraciones decrecientes de NH;NO; (1000, 250,
100 o 50 mM). En ambos experimentos las concentraciones de aminoacidos en raices
pivotantes aumentaron al incrementar las dosis de N. En un estudio con é&rboles de
manzano (Malus domestica Borkh), se seleccionaron cuatro arboles de después de la
aplicacion de urea foliar al 3 %, los aminoacidos en hojas, corteza y raices incrementaron
significativamente después de la aplicacion de urea comparado con los valores del
control. A los 4 dias de aplicacibn se registraron las mayores concentraciones de
aminoacidos en hojas y corteza, y en raices se produjo diez dias después de la aplicacion

(Dong et al., 2002).
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Figura 3.25 Aminoacidos libres totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas con diferentes niveles de N en fase de floracién durante 30 dias.
Medias + DE con letras distintas en cada variable, indican diferencias significativas

(Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.

3.3.3.12. Proteinas solubles totales en hojas y flores

Contrario a la concentracion de aminoacidos, la concentracion foliar de proteinas solubles
disminuye al incrementar la dosis de N; es decir, con la ausencia de N y la dosis baja de
este elemento en la solucién nutritiva (4.2 mg L™) se registré la concentracién mas alta de

proteinas solubles en hojas (Figura 3.26A). En flores, la concentracién de proteinas en
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plantas testigo represento el 75.38 % de la concentracion registrada en el tratamiento con

la dosis de N de 12.6 mg L™; siendo esta diferencias no significativas (Figura 3.26B).

De manera coincidente a lo aqui reportado en hojas, en alfalfa Meuriot et al. (2003),
reportan los efectos de variacion de NH;NO; en dos experimentos; en el primero se
evaluaron dos niveles de nitrégeno (N 6ptimo y N-limitado); en el segundo experimento,
evaluaron concentraciones decrecientes de NH;NO; (1000, 250, 100 o 50 mM). En ambos
experimentos las concentraciones de proteinas solubles aumentaron en los tratamientos

con nitroégeno limitado.
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Figura 3.26 Proteinas solubles totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas por 30 dias con diferentes niveles de nitrégeno en fase de floracion.
Medias = DE con letras distintas en cada subfigura, indican diferencias significativas

(Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.
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3.4. CONCLUSIONES

La dosis alta de N en la solucién nutritiva (12.6 mg L™) incrementé de manera significativa
el nimero de ramas primarias, numero y diametro de cabezuelas 45 dias después del
inicio de tratamientos. Esta respuesta se reflej6 en consecuencia en un incremento
significativo en las biomasas secas de cada uno de los 6rganos y de la planta completa.
En hojas, el incremento en la dosis de N se asocié con reduccion de luminosidad y croma;
es decir se tuvieron hojas mas oscuras y menos brillantes. En flores, solo la luminosidad
fue influenciada significativamente por los tratamientos, siendo la dosis de N de 8.4 g L™
con la que se tuvieron cabezuelas mas brillantes.

En hojas, la dosis de N se relacion6 de manera positiva con la concentracion de N, P, K,
Mg y S; particularmente en el caso de Mg y S en el intervalo de N de 0 a 8.4 mg L™. Esta
tendencia se observa también en la concentracion de N en flores; asi también de N, P, K,
Ca, Mg y S en tallos. De manera general, las tendencias observadas en concentracion de
macronutrimentos coincidieron con las observadas en la acumulacién de éstos en hojas,
flores y tallos. En raices no existi6 efecto de los tratamientos en la concentracion de
macronutrimentos; por el contrario, las acumulaciones de N, K y Mg en raices
incrementaron en el testigo.

La concentracion de carotenoides en flores fue incrementada con la dosis de N de 8.4 mg
L™*, mientras que la de fenoles totales y flavonoides en hojas con 0 y 12.6 mg L*

respectivamente, en flores con dosis de 4.2 mg L™ tanto en fenoles como flavonoides.

El mayor porcentaje en el rendimiento de aceites fue en el tratamiento testigo. Por otra
parte, se identificaron un total de 15 compuestos en los diferentes érganos de la planta.
En flores fue el 6rgano donde se presenté mayor nidmero de compuestos diferentes con
respecto al total, seguido de hojas, tallos y raices. La dosis de 12.6 mg L™ ocasioné la

mayor concentracion de cariofileno y B-farneseno en hojas; el D-limoneno en flores. En
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tallos y raices no fueron favorables los incrementos en la dosis nitrogenada en lo que a

sintesis de aceites esenciales se refiere.

La mayor concentracion de proteinas en hojas se mostré en el testigo; por el contrario la
concentracion de aminoécidos libres totales incrementé en el intervalo de N en la solucion

nutritiva de 0 a 8.4 mg L™
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CAPITULO IV. INTENSIDAD LUMINOSA Y LA FERTILIZA'CION
NITROGENADA EN ASPECTOS MORFOLOGICOS, FISIOLOGICOS
Y DE CALIDAD DE Tagetes erecta Linn.

4.1. INTRODUCCION

Algunos de los factores mas comunes que producen estrés en las plantas, ya sea por
deficiencia o exceso, son: el nitrégeno vy la irradianza luminica (Pérez-Asseff et al., 2007).
El entendimiento de los procesos de absorcion y asimilacion del nitrégeno en las plantas y
su regulacion ha avanzado considerablemente en la Ultima década, por ejemplo, la luz
afecta la absorcidn de nitrato como una sefial de activacién de transportadores, a su vez
la enzima nitrato reductasa afecta la fotosintesis de la planta y el crecimiento (Kaiser y
Huber, 2001). Si se altera la fotosintesis por cambios en la intensidad de luz, la absorcion
de nitrato debe cambiar para mantener el suministro de N a la velocidad necesaria; por el
contrario, si el consumo de nitrato se altera se debe recuperar la tasa fotosintética. En
Petiveria alliacea, Pérez-Asseff et al. (2007) al evaluar el efecto del nitrdgeno en distintas
concentraciones (0, 56, 112, 224 y 448 ppm) y la irradianza en diferentes niveles (100,
20.5 y 2.6 %), observan que la eficiencia fotosintética es mayor en hojas de plantas con
mayor disponibilidad de N y ambientes parcialmente sombreados. En trigo (Triticum
aestivum L. cv. "EM18"), la absorcidon de nitrato en raiz incrementa en presencia de luz y
disminuye en la oscuridad, fenébmeno posiblemente estimulado a través de un azucar de
sefalizacion en el floema (Li et al., 2013).

En microalgas se ha demostrado que en funcion de la irradiacion, la absorcion NOj3™ sigue
una curva de saturacion similar a la curva de luz de la fotosintesis. A largo plazo, la
irradiacion afecta las tasas de crecimiento y la demanda de N en la planta, en plantas
cultivadas con altas irradiaciones existen mayores tasas de crecimiento, altas tasas de

absorcion de nitrato y capacidad de reduccion, y viceversa (Cedergreen, 2003).
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Forde (2000) reporta que los azucares son las moléculas mas importantes en la
estimulacion y captacion de nitrato, mientras que los aminoacidos como la glutamina y
asparagina regulan negativamente su absorcion.

Las sefales ambientales como la luz y disponibilidad de nutrimentos son factores que
regulan los genes implicados en la asimilacion de nitrégeno. La luz sirve para la
asimilacion de nitrégeno inorgéanico a través del suministro de esqueletos de carbono
producidos durante la fotosintesis. Ademas, los sustratos y los productos de asimilacion
de nitr6geno pueden actuar como mensajeros que median la regulacién de sus genes
biosintéticos (Oliveira et al., 2001).

La asparagina sintetasa (AS) y glutamina sintetasa (GS) son enzimas que sintentizan a
los aminoé&cidos libres més abundantes en el xilema y en el floema, respectivamente. La
expresion de los genes que codifican a estas enzimas, esta regulada reciprocamente por
la luz y metabolitos (Ngai y Coruzzi, 1998); por lo anterior, la expresioén génica de ASy GS
sirven como una herramienta para el estudio de efectos positivos y negativos regulados
por la luz y en la expresién de genes de plantas que codifican enzimas implicadas en el
metabolismo del nitrégeno.

La luz puede afectar la expresion del gen de la planta actuando directamente a través de
la activacion del fitocromo o de manera indirecta a través de cambios de metabolitos de
carbono (Oliveira et al., 2001).

En los capitulos 1l y 1l de esta tesis de investigacion se evaluaron diferentes porcentajes
de sombreado (0, 30, 50 y 70 %) y diferentes niveles de N (0, 4.2, 8.4y 12.6 mg L™) en
experimentos independientes y se argumenté sobre la importancia que tiene el
sombreado y el nitrégeno en las variables morfoldgicas, fisiolégicas y de calidad de
cempasuchil (T. erecta). Por tanto, en este experimento el objetivo fue evaluar de manera

conjunta los factores irradianza y nitrégeno, para lo cual se probaron dos porcentajes de
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sombreado (0 y 70 %) y tres niveles de nitrogeno (8.4, 12.7 y 16.9 mg L™ de N). Esta
investigacion resulta importante, en virtud de que no existe informacién sobre la respuesta
fisiol6gica, morfoldgica y de calidad de T. erecta a los factores combinados del sombreado
y la aplicacion de N.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Condiciones experimentales y material vegetal

La investigacion se realizd bajo condiciones de invernadero. Plantulas de cempasuchil
(Tagetes erecta Linn.) var. Inca se transplantaron en macetas de plastico negras de 1 L
de capacidad, conteniendo como sustrato una mezcla de tezontle: perlita (60:40, v:v)

(Figura 4.1).

Figura 4.1 Material vegetal, plantulas de cempasuchil (Tagetes erecta Linn.) y

establecimiento del experimento.
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4.2.2. Manejo del experimento

Después del trasplante, las plantulas se regaron con agua durante cuatro dias;
posteriormente el riego se dio con una solucidn nutritiva Steiner al 5% (Steiner, 1984)
complementada con micronutrimentos a partir del producto comercial Tradecorp AZ™, en
las concentraciones descritas por Trejo-Téllez et al. (2013). El pH de la solucién nutritiva
se ajusto a 5.5 y ésta se suministré mediante un sistema de riego por goteo. Se realizaron
dos riegos por dia en cada maceta, cada uno de ellas con un volumen del50 mL. La
solucién nutritiva se almacend en un tanque de 200 L al cual se conectaron tubos de PVC
hidraulico de 1” (2.54 cm). Cada gotero tuvo adaptadores de dos salidas, cada una con un
tubin y estaca que se colocaron en cada maceta. Los riegos se programaron usando un
temporizador y abastecidos con bombas de ¥2 HP. A los 31 dias después del trasplante

(ddt) se realiz6 una poda, desbotonando todas las plantas.

4.2.3. Disefio de tratamientos

Al inicio de la floracién (33 ddt), se inici6 la aplicacion de seis tratamientos, considerando
un disefio de tratamientos factorial 3X2 donde los factores de estudio fueron:
concentracion de nitrégeno en la solucién nutritiva a tres niveles (8.47, 12.71, 16.94 mg L
Y y sombreado (porcentaje) a dos niveles (0 y 70 %). En el Cuadro 4.1 se presenta los
valores promedio de temperatura, intensidad luminosa y humedad relativa que se tuvo en
el invernadero bajo las dos condiciones de sombreado. Cada uno de los tratamientos tuvo

40 repeticiones. La unidad experimental consistié en una maceta con una planta.
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Cuadro 4.1 Temperaturas, humedades relativas e intensidades luminosas maxima,
minima y media en (°C, % y pmol m? s™, respectivamente) registradas en el invernadero
durante esta fase de investigacion.

Temperatura (°C)

Mes 0% 70 %

Maxima Minima Media Maxima Minima Media
Septiembre 23.7 18.5 21.0 27.2 20.6 24.1
Octubre 23.2 17.4 19.8 27.3 15.9 23.2
Noviembre 19.1 14.6 17.1 17.1 13.6 15.7

Humedad relativa (%)

Mes 0% 70 %

Maxima Minima Media Maxima Minima Media
Septiembre 72.1 54.9 62.7 68.8 42.3 52.0
Octubre 66.5 36.5 55.7 65.8 284 45.4
Noviembre 73.1 51.1 60.3 75.4 53.3 62.6

Intensidad luminosa (umol m?s™)

Mes 0% 70 %

Maxima Minima Media Maxima Minima Media
Septiembre 968.1 471.3 785.1 330.7 52.2 247.9
Octubre 1014.1 1.1 696.0 299.5 1.1 203.2
Noviembre 885.2 191.8 560.2 237.8 58.8 170.0

4.2.4. Diseio experimental

Se empled un disefio experimental completamente al azar.
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4.2.5. Variables evaluadas

A continuacion se describen las variables morfolégicas que se midieron 15, 30 y 80 dias

después del inicio de tratamientos.

4.2.5.1. Altura de rama lateral
La altura se determiné desde la superficie del sustrato hasta el botbn mas alto de la rama

lateral, utilizando un flexémetro graduado en cm.

4.2.5.2. NUmero de ramas primarias

Se cuantificd el numero de ramas desde la base de la planta hasta la parte apical.

4.2.5.3. NUmero de ramas secundarias

Se cuantificé el numero de ramas desde la base de la rama primaria hasta la parte apical.

4.25.4. NUmero de botones cerrados

Se cuantifico el nimero de botones totales presentes en cada planta.

4.2.5.5. NUmero de botones semiabiertos
Se determiné el nimero de botones semiabiertos es decir, aquellos en los que empezaba

asomarse las ligulas en el boton.

4.2.5.6. NUmero de cabezuelas abiertas

Se cuantificd el nimero de botones completamente abiertos por planta.
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4.2.5.7. Diametro de cabezuelas

Se midi6 con un vernier digital (cm), enlas cabezuelas abiertas por planta.

A continuacion se describen las variables fisioldgicas evaludas.

4.2.5.8 Biomasa secay concentracion nutrimental

Después de 40 dias de tratamiento, cuatro plantas por tratamiento fueron seccionadas en
flores, hojas, tallos y raices (se elimind el sustrato y a éstas se les enjuagd con agua
destilada) y secadas en una estufa de aire forzado a 70 °C por 72 h para determinar la
biomasa seca. Las muestras secas se molieron en un molino de acero inoxidable marca
Wiley Modelo 4 con malla tamiz de 40. La concentracion de N total se determind
empleando el método Semimicro-Kjeldahl (Bremmner, 1965) utilizando acido sulftrico-
salicilico para la digestion de las muestras. Las concentraciones de P y K fueron
determinadas por digestion humeda del material seco con una mezcla de acidos
perclérico y nitrico (Alcantar y Sandoval, 1999). La lectura de los extractos obtenidos
después de la digestion vy filtrado se determindé en un equipo de espectroscopia de

emisién atémica de induccién por plasma ICP-OES Varian modelo 725-ES.

4.2.5.9. Carotenoides totales en flores

La cosecha de las inflorescencias fue manual cuando éstas alcanzaron su mayor apertura
(38 ddt). Las inflorescencias cosechadas se secaron en estufa de aire forzado (Felisa,
FE291AD, México) a 40 °C por 48 h; posteriormente se pesaron en una balanza analitica
(Ohaus, Adventurer™Pro, Estados Unidos de América), se molieron finamente y se
almacenaron en recipientes de plastico con tapa a 4 °C, para su posterior analisis. La

técnica de extraccion de carotenoides totales, se realiz6 con el método descrito por
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Nagata y Yamashita (2002). De cada muestra se pesaron 150 mg de polvo fino de
inflorescencias secas de cempasuchil, se agregaron 10 mL de una mezcla de acetona-
hexano (4:6, v/v) y se agitd vigorosamente en vértex durante 1 min. Enseguida se leyeron
las absorbancias de los extractos de diez repeticiones en un espectrofotometro (Thermo
Scientific, Multiskan®, Estados Unidos de América) a 453, 503, 645 y 663 nm de longitud
de onda; para la estimacion de carotenoides totales, los valores obtenidos se sustituyeron

en la siguiente férmula (Nagata y Yamashita, 2002):

Carotenoides totales (mg/100 mL)= (0.216)(Ass3)-(1.220)(As4s)-(0.304)(Asps)+(0.452) (Ays3)

4.2.5.10. Flavonoides totales

La preparacion de la muestra (secado, molido y almacenamiento) se realiz6 de la misma
manera como se describié en el apartado anterior para carotenoides. Se realizé una
complementacion entre las metodologias empleadas por Ghasemi et al. (2009),
Ebrahimzadeh et al. (2008) y Nanyonga et al. (2013). En donde se pesaron 75 mg de
hojas previamente molidas, se adicionaron 1.5 mL de metanol al 80 % y se incub6 durante
1 ha70°C. Cuando el material se enfrio, se procedié a centrifugar durante 20 min, a 4 °C
y 15000 rpm. En un tubo de reaccién se colocaron 200 pL del sobrenadante, se agregaron
600 pL de metanol al 80 %, 40 uL de cloruro de aluminio al 10 %, 40 uL de acetato de
potasio 1 M y 1120 pL de agua destilada y se agitd al agregar cada solucién. Se dejo
reposar la solucién durante 40 min a temperatura ambiente y a oscuridad y se leyé en un
espectrofotébmetro (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 UV, Madison, WI 53711, USA)
a 451 nm. Para el célculo de la cuantificacion de flavonoides se utiliz6 la ecuacion

obtenida a partir de la elaboracion de la curva estandar con quercetina.
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4.2.5.11. Identificacién de compuestos de aceites esenciales por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Esta evaluacion se realiz6 después de 38 dias del inicio de tratamientos con diferentes
niveles de nitrdgeno y porcentajes de sombreado. Para esta determinacion, cuatro plantas
por tratamiento seleccionadas al azar se seccionaron en flores, hojas, tallos y raices. Las
muestras se secaron en una estufa de aire forzado a 40 °C por 48 h (Felisa, FE291AD,
México), las muestras secas se molieron y cada uno de los érganos de la planta se

procesé por separado.

Para la identificacion de compuestos se utilizé la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), con un cromatdgrafo de gases (HP-6890) acoplado a
un detector de masas (HP-5973). Se utiliz6 una columna HP-5MS (Largo 30m, ID 0.250
mm, film 0.25 pum), velocidad promedio de 36 cm s™. Las condiciones de operacion del
cromatoégrafo fueron: temperatura inicial de 40 °C por 5 min, primera rampa hasta 150 °C,
con un aumento de 9 °C min™. Se mantuvo por 3 min, segunda rampa hasta 220 °C con
un aumento de 9 °C min™. La fuente de iones a 230 °C, cuadrupolo a 150 °C. Inyector
modo splitlees, temperatura de 220 °C, 6.97 psi. Como gas acarreador se uso6 helio y se

inyectd 1 yL de las muestras concentradas en forma manual.

Para la identificacion de terpenoides se uso el programa Data Analysis y la base de datos
que se consulté fue NIST (National Institute of Standards and Technology), basandose en

tiempos de retencién de cada compuesto y los espectros de masas.

4.2.5.12. Clorofilas a, b y totales
La concentracion de clorofilas, se determiné 40 dias después de inicio de tratamientos, en
hojas frescas por el método de Harbone (1973). La absorbancia de las muestras se
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realizd en un espectrofotometro (Spectronic 20, Bausch and Lomb), a longitudes de onda
de 663 y 645 nm. Para la estimacion de los pigmentos fotosintéticos los valores obtenidos

se sustituyeron en las férmulas siguientes:
Clorofila a = (12.7*Aes3)-(2.59*Ag4s)
Clorofila b= (22.9*Ag4s5)-(4.70*Age3)
Clorofila total = (8.2*Age3)+(20.2*Agys)

4.2.5.13. Azlcares totales en hojas y flores

Esta determinacion se hizo al material vegetal tratado por 40 dias después de inicio de
tratamientos (diferentes niveles de nitrégeno y porcentajes de sombreado), siguiendo el
método descrito por Southgate (1976): para la soluciébn madre se trituré 1 g de material
vegetal, se agregaron 50 mL de etanol (80 %) y se colocé en la plancha (de 15 a 20 min),
se tom6é 1 mL de esta solucibn para llevarse a evaporacion en bafio Maria y
posteriormente se diluyé en agua destilada (20 mL). En tubos de ensayo se colocd 1 mL
de esta dilucién, se adicionaron 2 mL de agua destilada y 6 mL de la solucién de antrona.
Posteriormente los tubos se colocaron en bafio Maria en ebullicibn por 3 min, se
colocaron en agua fria y se ley6 la absorbacia a 600 nm en un espectofotémetro (Thermo
Scientific, Multiskan®, Estados Unidos de Ameérica), usando una curva estandar de

glucosa como referencia.

4.2.5.14. Aminoacidos libres totales en hojas y flores

La determinacion de aminoacidos libres se realizé en hojas y flores frescas tratadas con
tres concentraciones de nitrdgeno y dos porcentajes de sombreado por 40 dias después
del inicio de tratamientos, mediante una triple extraccion etandlica descrita por Geiger et

al. (1998). Se pesaron 20 mg de material vegetal y se colocaron en tubos de reaccion
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para las extracciones etandlicas. Las extracciones etandlicas se realizaron incubando las
muestras en bafio maria durante 20 min a 80 °C; agregando 1 mL de etanol 80 %, 600 L
de etanol al 80 % y 1 mL de etanol al 50 %, respectivamente. La separacion de fases se
realizé por centrifugacion (14,000 rpm, 5 min, 4 °C). La concentracion de aminoacidos
libres se determind empleando el método de ninhidrina (Moore y Stein, 1954), las
muestras se leyeron en un espectrofotometro (Thermo Scientific, Multiskan®, Estados
Unidos de América) a una longitud de onda de 570 nm. Se utiliz6 leucina para la

elaboracion de la curva patron.

4.2.2.15. Proteinas solubles totales en hojas y flores

Esta evaluacién se realizd en tejidos tratados por 40 dias considerando los diferentes
niveles de nitrégeno y dos porcentajes de sombreado. La extraccién de proteinas fue en
hojas y flores de acuerdo con lo descrito por Hofner et al. (1989). La cuantificacion se hizo
en 0.5 g de material vegetal con soluciéon de negro amino, la lectura de las muestras se
realizé en un espectrofotbmetro con una absorbancia de 640 nm (Thermo Scientific,
Multiskan®, Estados Unidos de América). Se utiliz6 albimina de suero bovino para la

elaboracion de la curva estandar.

4.2.8. Andlisis de resultados
Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente de acuerdo con el disefo
experimental empleado, usando analisis de varianza (ANOVA) del paquete estadistico

SAS (SAS, 2011). Las medias se compararon con la prueba de Tukey (P< 0.05).
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Variables morfoldgicas

4.3.1.1. Efecto principal del factor nitrégeno

Después de 15 dias de tratamiento no se registraron diferencias estadisticas en las
variables morfolégicas altura de rama, y nimeros de ramas primarias y botones cerrados,

como se observa en el Cuadro 4.2.

Cuadro 4.2 Parametros morfolégicos en cempasuchil después de 15 dias de tratamiento
con diferentes niveles de nitrégeno en la solucion nutritiva en fase de floracion.
Nitrégeno en la

. .. Altura de rama NUmero de ramas NUmero de

solucién nutritiva | I . i b q
(mg L'l) ateral, cm primarias otones cerrados

8.47 18.47+1.12a 8.33+0.55 a 4.83+0.57 a

12.71 18.59+1.00 a 8.11+ 0.65a 4.62+0.56 a

16.94 18.73+ 0.95 a 8.08+ 0.59 a 4.50+0.48 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

En la evaluacion realizada después de 30 dias de tratamientos, solo los parametros
namero de ramas secundarias, nimero de botones cerrados y el diametro de cabezuelas
fueron afectadas por las concentraciones de N en la solucion nutritiva (Cuadro 4.3). Tanto
el nimero de ramas secundarias como el didmetro de cabezuelas se relacionaron de
manera positiva con la dosis nitrogenada. El nimero de ramas secundarias en el
tratamiento con la dosis de N de 16.94 mg L™ fue mayor en 123 % al valor de éstas
registrado para la dosis mas baja de N; asi también el diametro de cabezuelas fue
superior en 5.86 %. Por el contrario, el nimero de botones cerrados fue menor a medida

gue la concentracion de N en la solucion nutritiva se incremento.

La evaluacién después de 80 dias mostré diferencias significativas entre tratamientos

fueron el numero de ramas secundarias y el diametro de cabezuela, cuyo grado de
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expresion se dio en relacién directa con la dosis nitrogenada (Cuadro 4.4). El nUmero de
ramas fue mayor en poco mas de tres con el suministro alto de N, en comparacién con el
bajo. Por otro lado, el diametro de cabezuelas aumenté en 12.39 % en el tratamiento con
la dosis alta de N, en comparacion con el registrado en cabezuelas de plantas tratadas

con la baja concentracién de N.
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Cuadro 4.3 Parametros morfolégicos en cempasuchil después de 30 dias detratamiento con diferentes niveles de nitr6geno en la

solucién nutritiva en fase de floracion.

Nitrégeno
en la Altura de Numero de Numero de Numero de Numero de Ndamero de Diametro
solucién rama lateral, ramas ramas botones botones cabezuelas de
nutritivla cm primarias secundarias cerrados semiabiertos abiertas cabezuelas
(mg L)
8.47 21.97+0.85a 8.62+0.66 a 0.88+0.45 ¢ 3.00+0.59 a 0.60+0.43 a 2.53+0.48a 4.95+0.25b
12.71 21.71+0.89 a 8.21+0.67 a 1.46+0.51 b 2.81+0.56 ab 0.52+0.36 a 2.57+0.37 a 5.01+0.27 b
16.94 21.45+0.87 a 8.20+0.60 a 1.97+0.55 a 2.51+0.59 b 0.46+0.29 a 2.53+0.33 a 5.24+0.23 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.

Cuadro 4.4 Parametros morfolégicos en cempasuchil después de 80 dias de tratamientocon diferentes niveles de
solucion nutritiva en fase de floracion.

nitrégeno en la

Nitrogeno Diametro

en la Altura de , NUmero de NUmero de NUmero de NUmero de de
! Nimero de
solucioén rama lateral, . . ramas botones botones cabezuelas cabezuelas
o ramas primarias . e X
nutritiva cm secundarias cerrados semiabiertos abiertas
(mg L™

8.47 22.76+0.69a 8.25+0.35 a 1.37+0.37 b 4.37+1.33 a 0.12+0.18 a 2.87+0.32 a 5.61+0.21 b
12.71 22.77+0.88a 9.12+0.82 a 2.75+0.99 b 4.37+1.03 a 0.12+0.18 a 2.62+0.26 a  5.81+0.29ab
16.94 22.25+0.72a 9.25+2.25 a 4.50+0.80 a 6.50+0.96 a 0.25+0.23 a 2.75+0.35 a 6.35+0.13 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.
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Krél (2011) al evaluar el efecto de diferentes dosis de N (0, 40, 80, 120 y 160 kg ha™) en
Calendula officinalis L., concluye que al aplicar la dosis mas alta de N se produce una
influencia significativa en el numero de flores, pero no hubo diferencia significativa en el

didmetro de éstas, un resultado contrario a lo observado en la presente investigacion.

4.3.1.2. Efecto principal del factor sombreado

Contrario a lo observado en el primer muestreo para el factor nitrogeno, donde no
existieron diferencias significativas en variables morfologicas; el sombreado disminuy6
significativamente la altura de rama lateral y el nUmero de ramas primarias (Cuadro 4.5);
observandose que el mayor porcentaje de sombreado redujo la expresion de ambas

variables.

Cuadro 4.5 Parametros morfolégicos en cempasuchil después de 15 dias de tratamiento
con dos porcentajes de sombreado en la fase de floracion.

Sombreado (%) Altura de rama NUumero de ramas Numero de
lateral, cm primarias botones cerrados

0 19.10+0.93a 8.36+0.56 a 4.68+0.55 a

70 18.10+1.05b 7.99+0.62 b 4.62+0.53 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P <
0.05) entre tratamientos.

Después de 30 dias de evaluacion, las variables morfolégicas altura de rama lateral,
namero de ramas primarias, nimero de cabezuelas abiertas y nimero de botones
semiabiertos presentaron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos; los
valores superiores en las tres primeras variables correspondieron al tratamiento sin
sombreado, pero para la ultima variable la respuesta fue mejor con 70 % de sombreado

(Cuadro 4.6).
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En la evaluacion a 80 dias se detectaron diferencias estadisticas significativas en altura
de rama lateral, nUmero de botones cerrados, himero de botones semiabiertos y nimero
de cabezuelas abiertas (Cuadro 4.7); con excepcién del nimero de botones semiabiertos,
el resto de las variables presentaron valores altos en el tratamiento testigo sin sombreado.
Los resultados presentados (Cuadros 4.5, 4.6 y 4.7) en general coinciden con las
observaciones realizadas por Guarnaschelli et al. (2009), quienes evaluando respuestas
en la anatomia y morfologia de plantulas de Eucalyptus globulus, E. grandis y E.
camaldulensis crecidas en diferentes niveles de luz: pleno sol (C), 50 % (S50) y 75 %
(§75), concluyen que la sombra reduce la biomasa foliar y total de todas las plantas de
Eucalyptus, una disminucién que solo es significativa bajo el nivel de restriccion mas
severo S75,

Contrario a los resultados anteriores, Ubaldo-Suarez (2007) reporta que al evaluar el uso
de mallas en plantas de T. erecta con malla mostraron una altura mayor (27.9+1.96 cm)
que las plantas sin malla (24.2+2.58 cm). Con respecto a la evaluacién de botones florales
obtuvo un nimero mayor de éstos en plantas con malla que en las plantas sin malla; el

didmetro de cabezuelas.
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Cuadro 4.6 Pardmetros morfoldgicos en cempasuchil después de 30 dias de tratamiento con dos porcentajes de sombreado en la

fase de floracion.

Sombreado Altura de Numero de Numero de Numero de NUumero de Numero de Diametro
(%) rama lateral, ramas ramas botones botones cabezuelas de
cm primarias secundarias cerrados semiabiertos abiertas  cabezuelas
0 22.17+0.82a 8.57+0.64 a 1.44+0.59 a 2.77+0.62 a 0.42+0.27b  2.88+0.37 a 5.02+0.27 a
70 21.25+0.87 b 8.11+0.64 b 1.44+0.51 a 2.77+0.56 a 0.64+0.24a 2.21+0.34b 5.11+0.24 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.

Cuadro 4.7 Parametros morfoldgicos en cempasuchil después de 80 dias de tratamiento con dos porcentajes de sombreado en la

fase de floracion.

Sombreado Altura de Numero de Numero de Numero de NUumero de Numero de Diametro
(%) rama lateral, ramas ramas botones botones cabezuelas de
cm primarias secundarias cerrados semiabiertos abiertas  cabezuelas
0 23.23+0.64a 9.00£0.52 a 3.00t1.13 a 6.08+1.16 a 0.00£0.00 b  3.08%+0.26 a 5.92+0.22 a
70 21.93+0.71 b 8.75+0.68 a 2.75+0.86 a 4.08+£1.03 b 0.33+0.25a 2.41+0.26b 5.93+0.32 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.
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4.3.1.3. Efecto de lainteraccion de los factores de estudio (nitrégeno X sombreado)
Al relacionar el efecto de los diferentes niveles de nitrégeno y sombreado solamente para
la variable altura de la rama lateral se tuvieron diferencias estadisticas entre tratamientos
a los 15 dias de iniciado el tratamiento, el efecto fue negativo con el sombreado (Cuadro
4.8).

En el muestreo a los 30 dias después del inicio de tratamientos, se observaron
tendencias interesantes (Cuadro 4.9). En particular, la altura de la rama lateral y el
namero de ramas primarias, fueron influenciadas negativamente por el sombreado. Por
otra parte, el nUmero de ramas secundarias fue estadisticamente superior en las plantas
tratadas con la alta concentracion de N; independientemente del nivel de sombreado. En
lo que respecta al nUmero de botones semiabiertos; las valores méas altos se obtuvieron
con 0y 70 % de sombreado en combinacién con las dosis de N de 8.47 y 12.71 mg L™,
respectivamente. También se obserd un efecto positivo del sombreado en el nimero de
cabezuelas abiertas; es decir, mayor apertura de cabezuela cuando se tuvo menor
intensidad luminosa. El diametro de cabezuela no siguié una tendencia atribuible a los
tratamientos dado que, las medias estadisticamente superiores al resto en esta variable
se presentan en distintas combinaciones de los tres niveles de N y los dos niveles de

sombreado evaluados.

En la evaluacion realizada a 80 dias después no se registraron, diferencias estadisticas
entre tratamientos en el nimero de ramas primarias, de botones cerrados, de botones
semiabiertos, de cabezuelas y diametro de éstas. Por otro lado, la altura de la rama lateral
fue estadisticamente superior en el tratamiento sin sombreado con las dosis de N media y
bajas y con el tratamiento de dosis alta de N y el sombreado del 70 %. El nimero de
ramas secundarias incrementd significativamente con la dosis alta de N,

independientemente del tratamiento de sombreado (Cuadro 4.10).
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Salvador et al. (2001) evaluaron en encino (Quercus ilex) el efecto de la fertilizacion con
tres niveles de N (nula, baja y alta: 0, 45 y 165 mg planta™, respectivamente), combinados
con dos niveles de luz (sin sombreado y 45 % de sombreado). Las plantas sometidas a
dosis alta de N presentaron vastagos de mayor altura, diametro de tallo y mayor area
foliar; similar a lo obtenido en el presente estudio cuando se incrementd la dosis
nitrogenada de baja a media. Contrario, a lo referido para Quercus, en plantas de T.

erecta sin sombreado se increment6 la altura de rama lateral.

Segun Samarakoon et al. (1990) evaluando diferentes niveles de sombreado (pleno sol,
42,59y 68 %) con una dosis de N moderada (dos aplicaciones separadas de 50 kg ha™ y
dos niveles de sombreado (pleno sol y 59 %) con N alto (50 kg ha™ cada dos semanas) y
N bajo (5 kg ha™ cada dos semanas), en el crecimiento y la calidad nutritiva de hierba de
San Agustin (Stenotaphrum secundatum), grama brasilefia (Axonopus compressus) Yy
pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum), destacan que S. secundatum y A. compressus
presentan caracteristicas morfologicas similares, concluyen que el sombreado incrementa

el valor nutritivo del forraje al incrementar la concentracion de N.
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Cuadro 4.8 Pardmetros morfolégicos en cempasuchil después de 15 dias de tratamiento con diferentes niveles de nitr6geno en la
solucion nutritiva y dos porcentajes de sombreado en la fase de floracion.

Nitrégeno en la solucién

8.47 12.71 16.94
nutritiva (mg L™)
Sombreado (%) 0 70 0 70 0 70
Variable morfolégica
Altura de rama lateral (cm) 18.50+0.96 abc  18.45+1.26 abc ~ 19.61+0.75 a 17.58+0.97 ¢ 19.18+0.99 ab 18.29+0.86 bc
Numero de ramas primarias 8.57+0.47 a 8.10+0.60 a 8.35+0.61 a 7.87+0.68 a 8.17+0.59 a 8.00+0.59 a
Numero de botones cerrados 4.67+0.57 a 5.00+£0.55 a 4.87x0.56 a 4.37+0.54 a 4.50+0.52 a 4.50+0.44 a

Medias + DE con letras distintas en cada fila indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.
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Cuadro 4.9 Parametros morfolégicos en cempasuchil después de 30 dias de tratamiento con diferentes niveles de nitrégeno y dos
porcentajes de sombreado.

Nitrégeno en la solucién
. -1 8.47 12.71 16.94
nutritiva(mg L )

Sombreado (%) 0 70 0 70 0 70

Variable morfol6gica

Altura de rama lateral (cm)  22.12+0.81a 21.82+0.89ab 22.51+0.71a  20.91+0.88b 21.87+0.92ab  21.03+0.79 b
B'r‘:;]”;rrigsde ramas 8.80+0.63a  8.45+0.68ab  8.70+0.68 a 7.70+057b  8.22+0.59ab  8.20+0.61 ab
NUmero de ramas
secundarias

NUmero de botones
cerrados

NuUmero de botones
semiabiertos

gﬁig‘r‘f;‘s’ de cabezuelas 3.15+0.38 a 1.9240.35d  2.72+0.39 abc  2.42+0.34bc  2.77+0.31ab  2.30+0.30 cd

Diametro de cabezuelas 4.76x0.24 c 5.13+0.22 ab 5.09+0.29 ab 4.94+0.25 bc 5.22+0.22 ab 5.26+0.23 a

0.60+0.42 c 1.17+0.44 bc 1.50+0.49 b 1.42+0.53 b 2.22+0.54 a 1.72+0.54 ab

3.12+0.62 a 2.87+0.56 a 2.82+0.50 a 2.80+0.62 a 2.38+0.67 a 2.65%+0.50 a

0.20+0.23 c 1.00+0.48 a 0.65+0.38 ab 0.40£0.34 bc 0.41+0.25 bc 0.52+0.32 bc

Medias + DE con letras distintas en cada fila indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.
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Cuadro 4.10 Parametros morfolégicos en cempasuchil después de 80 dias de tratamiento con diferentes niveles de nitrégeno y dos
porcentajes de sombreado.

Nitrégeno en la
solucién nutritiva (mg 8.47 12.71 16.94
-1
L)

Sombreado (%) 0 70 0 70 0 70

Variable morfol6gica

Altura de rama lateral, 23.77+0.19 a 21.75+0.63b  23.37+0.90a 22.17+0.86b  22.62+0.66b  21.87+0.83a

(cm)

gr‘ij;]"aerrigsde ramas 8.25+0.48 a 8.25¢0.25a  9.25+0.63a  9.00+1.08a  9.50+0.29 a 9.00+0.58 a
Numero de ramas 1.25+0.48 b 1.50+0.29 b 2.0020.71b  3.50+1.19ab  5.75+0.25a  3.25+0.63 ab
secundarias

CNé’r?;%rgsde botones 6.25+1.25 a 2504050 a  5.00+1.08a  3.75+1.03a  7.00¢#122a  6.00+0.71a
Numero de botones 0.00+0.00a 0.25+0.25 a 0.00+0.00 a 0.25+0.25 a 0.00+0.00 a 0.50+0.29 a
semiabiertos

gk‘)’igf;g de cabezuelas 3.25+0.25 a 250+0.29a  3.00+0.00a  2.25+0.25a  3.00#0.4l1a  2.50+0.29 a
Diametro de cabezuelas 5.73+0.13 a 5.48+0.28 a 5.76+0.29 a 5.87+0.34 a 6.27+0.12 a 6.43+0.15 a

Medias + DE con letras distintas en cada fila indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos

187



4.3.2. Biomasa seca por 6rganos

4.3.2.1. Efecto principal del nitrégeno

La determinacion de biomasa seca se realiz6 en un muestreo destructivo después de 40
dias del inicio de tratamientos. En la Figura 4.2 se presentan los resultados obtenidos en
funcién de la concentracion de nitrégeno en la solucién nutritiva; donde se observa que no
existieron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos y que la acumulacion

de biomasa seca tuvo el siguiente orden: flores>tallos>hojas>raices (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Biomasa seca de flores, hojas, tallos y raices de cempasuchil (Tagetes erecta
Linn.) cv. Inca en fase de floracion con tratamiento durante 40 dias con tres niveles de N
en la solucion nutritiva. Medias + desviacion estandar, con la misma letra en cada érgano
indican que no existen diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre

tratamientos.

En la nutricion de cultivos, generalmente la concentracion de N guarda una relacion
positiva con la acumulacién de biomasa seca en cierto intervalo hasta la concentracion

considerada como O6ptima, valores superiores ocasionan decremento en el peso de
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biomasa seca; por ejemplo en lechuga al evaluar cuatro concentraciones de nitrégeno (O,
60,120 y 180 kg ha™), la biomasa seca de hoja increment6 con el aumento en la dosis de
N (Boroujerdnia y Alemzadeh, 2007). Para Tagetes erecta cv. Discovery Orange expuesta
al fertilizante (9N-14P,0s-19K,0-3MgO) en diferentes dosis (5, 10, 15, 20 y 25 g L™),
Yahya (1996) concluyen que a 15 0 25 g L™ el peso seco en hojas se incrementa, pero en
flores no hay efecto. En Calendula officinalis, Rahmaniet al. (2011) observan que dosis de
N superiores a 90 kg ha™ aumentan la capacidad de produccion de asimilados en los
6rganos reproductores, en consecuencia, la produccién de flores se incrementa.

En este experimento la mayor biomasa seca se registré en flores (3.44 g), seguida de
hojas (1.15 g) con el tratamiento de 12.71 mg L™. En tallos (1.29 g) y raices (0.80 g) en el
nivel de nitrégeno de 8.47 mg L™ (Figura 4.2). Con estos resultados se puede afirmar que
para la obtencion de mayor biomasa seca de flores y hojas se requieren dosis medias de
N (12.6 mg LY, y para la obtencion de altas biomasas de tallos y raices es conveniente el

empleo niveles bajos de nitrégeno o ausencia de este elemento.

4.3.2.2. Efecto principal del sombreado
La acumulacion de biomasa seca tuvo el siguiente orden: flores>tallos>hojas>raices,

independientemente del porcentaje de sombreado evaluado (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Biomasa seca de flores, hojas, tallos y raices de cempasuchil (Tagetes erecta
Linn.) cv. Inca en fase de floracion con tratamiento durante 40 dias con dos porcentajes
de sombreado. Medias * desviacidén estandar, con letras distintas en cada 6rgano indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.

Si bien no se tuvieron diferencias estadisticas significativas, se observa que el sombreado
de 70 % produjo menores pesos de biomasa seca en los érganos evaluados que la
ausencia de sombreado, excepto hojas; la biomasa de flores, tallos y raices de este
tratamiento fue inferior en 6.76, 11.89 9.69 %, respectivamente a la registrada en el
tratamiento sin sombreado.Los resultados aqui obtenidos son similares a los reportados
en el capitulo Il de esta tesis, donde el 70% de sombreado redujo la biomasa seca en
todos los 6rganos de estudio, esto pudiera deberse al efecto de una baja disponibilidad de
la radiacion visible siendo la disminucion de la tasa fotosintética y el suministro de
fotosintatos a la produccion de biomasa (Hernandez et al., 2001). De la misma manera,
Flores-Lépez et al. (2008) en papa, evaluaron cuatro niveles de sombreado de (30, 50 y

60 % de sombra y un testigo sin malla), concluyeron que a menor radiacién se reducela
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eficiencia fotosintética de la planta, lo que repercute directamente en la reduccion de

biomasa seca del vastago y del tubérculo.

El sombreado de un invernadero, aunque permite atenuar los picos de temperaturas
méaximas, también puede ser casual de una disminucion en la produccion, debido a que el
rendimiento potencial de un cultivo disminuye en proporcién a la pérdida relativa de la luz
debido al sombreado (Bouzo et al., 2005). Caso contrario a este estudio Evangelista-
Lozano et al. (2011) reportaron en un estudio con ligulas de Tagetes erecta, el peso seco
fue menor en plantas sin malla comparadas con las plantas con malla, donde se atribuye
que es debido al incremento de intensidad luminica donde la planta reduce su desarrollo
vegetativo.

Por otro lado, después de la iniciacion floral, la ramificacion rapida de T. patula, con su
mejor posicién para captar luz por el angulo erecto de sus ramas (45-60 grados), se
considera asociada a su creciente tasa absoluta de crecimiento en peso seco de hojas,
tallo y total, alin después de los 76 dias. La capacidad de ramificacion de T. patula parece
asociado con la prolongacién del ciclo biolégico (Serrato-Cruz, 2008).

Recapitulando, en esta variable se observé que el sombreado ocasioné una reduccion en
la biomasa seca de flores de (3.12 g), hojas (1.08 g), tallos (1.15 g) y raices (0.71 g) en

comparacion con el testigo sin sombreado (Figura 4.3).
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Figura 4.4 Biomasa seca de flores (A) y hojas (B) de cempasuchil (Tagetes erecta Linn.)
cv. Inca en fase de floracién con tratamiento durante 40 dias con tres niveles de N en la
solucién nutritiva y dos porcentajes de sombreado. Medias + desviacion estandar, con
letras distintas en cada subfigura indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P <

0.05) entre tratamientos.

4.3.2.3. Efecto de lainteraccion de los factores de estudio (nitrégeno X sombreado)

Los pesos de la biomasa seca de flores (Figura 4.4A), hojas (Figura 4.4 B), tallo (Figura
4.5A) y raices (Figura 4.5B), no fueron afectados significativamente por los tratamientos
evaluados. Empero, se observan tendencias numéricas positivas de la concentracion
media evaluada de N en la solucién nutritiva (12.71 mg L™), en flores y hojas de plantas
con sombreado del 70 %. Estos resultados posiblemente se deben a la fase fenoldgica en

la cual se aplicaron los tratamientos (floracién), donde ya se encontraba formada la
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estructura basica de la planta con niveles iguales en N en las plantas de todos los
tratamientos durante la fase vegetativa. Esta condicion probablemente mitigé los efectos
de los diferentes niveles de nitrégeno y sombreado evaluados.

Adicionalmente, se debe tomar en cuenta que al ser el cempasuchil una planta Cs, es
considerada como poco eficiente en cuanto a la fijacion de CO,, lo cual repercute en el
crecimiento y en la producciéon de materia seca; ademas especies con este metabolismo
se caracterizan por requerir altos niveles de agua y un ambiente hiumedo para que

expresen su potencial maximo (Ubaldo-Suérez, 2007).

o0% ®@70%

Biomasa seca en tallos (g)

16.94

o0% m70%

Biomasa seca en raices (g)

8.47 12.71 16.94
N en la solicién nutritiva (mg L)

Figura 4.5 Biomasa seca de tallos (A) y raices (B) de cempasuchil (Tagetes erecta Linn.)
cv. Inca en fase de floracion con tratamiento durante 40 dias con tres niveles de N en la
solucién nutritiva y dos porcentajes de sombreado. Medias + desviacidon estandar, con
letras distintas en cada 6rgano indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P <

0.05) entre tratamientos.
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4.3.3. Concentracion nutrimental (N, P, K)

4.3.3.1. Efecto principal del factor nitrégeno

Concentracion de nitrégeno. Las concentraciones evaluadas fueron mayores en hoja,
seguidas de flores, raices y tallos en todos los tratamientos. En los 6rganos analizados
existieron diferencias estadisticas significativas en la concentracion de N por efecto de la
concentracion de N en la solucioén nutritiva. Se observo una relacion positiva entre la dosis
de N suministrada y la concentracion de este elemento en tejido vegetal. En hojas las
concentraciones registradas con las dosis de N de 16.94 mg L™, fueron mayores a 34 g

kg™ de materia seca (Cuadro 4.11).

Fosforo. El orden de concentracion de P, independientemente del nivel de N adicionado a
la solucién nutritiva fue el siguiente: hojas > tallos > flores > raices (Cuadro 4.11). La
concentracion de P en hojas, flores y raices no fue influenciada significativamente por el
factor nitrégeno en la solucién nutritiva. En tallos, por el contrario, con las dos dosis mas
altas de N (12.71 y 16.94 mg L™) se increment6 la concentraciéon de P, en comparacion

con la dosis baja evaluada de N (8.47 mg L™) (Cuadro 4.11).

Potasio. En las concentraciones foliares de K se observa un efecto negativo de dosis
crecientes de N en la solucion nutritiva. Por el contrario, en flores, tallos y raices no existio
efecto significativo del factor nitrogeno (Cuadro 4.11). La concentracion de este elemento
en flores tuvo una relacion positiva al adicionar 16.94 mg L™ N en la solucién nutritiva,
pero no fue significativo entre tratamientos (Cuadro 4.11).

Numerosos trabajos reportan interacciones positivas entre el N y P, debido a que el N
induce el incremento en la absorcion de P y altos rendimientos (Adams, 1980). Los
requerimientos de P para un crecimiento 6ptimo, dependiendo de la especie, estan en un

rango de 0.3 a 0.5 % del peso seco de la planta durante el desarrollo vegetativo
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(Marschner, 2005). El K es el nutrimento que mas se acumula en raices y esta distribuido
en toda la planta y conformado aproximadamente el 10 % del peso seco de la planta
(Gierth y Maser, 2007). Las concentraciones foliares de N, P y K en plantas de T. erecta
de buena calidad fueron de alrededor de 4.20, 0.60 y 3.80 % respectivamente, las plantas
deficientes de N se caracterizan por hojas amarillas y retraso en el crecimiento; con
deficiencia de K tiene hojas en forma de copa hacia abajo con peciolos cortos; hojas
deficientes en P normalmente tienen una coloracién roja en el margen de las hojas
inferiores (Yahya, 1996). Mientras Mills y Benton (1996) reportan en T. erecta
concentraciones adecuadas en hojas de N, P y K de 550, 0.67 y 219 %,
respectivamente; en T. patula la concentracion de esos elementos estan en los intervalos
de 3.32-3.62 % para N, de 0.49 a 0.54 % para P, y de 2.79-2.88 % para K. En esta
investigacion, el valor de concentracion de N foliar con la dosis mas alta de N (3.41 %) se
ubicé en el limite inferior del intervalo 6ptimo reportado en T. patula. Las concentraciones
foliares de P (0.35 a 0.43 %) y K (0.88 a 1.06 %) aqui determinadas, fueron inferiores a
los que se reportan como éptimos en las investigaciones antes referidas.

Cuadro 4.11 Concentracion de N, P y K (g kg™ de materia seca) en hojas, flores, tallos y

raices en cempasuchil var. Inca en respuesta a diferentes niveles de nitrégeno en la
solucién nutritiva durante la fase de floracion.

Nitrégeno en la

Nutrimento  go|ucién nutritiva Organos
(mg L™ Hojas Flores Tallos Raices
8.47 2251+1.31¢c 9.33+1.31b 4.53+0.41b 5.60+0.46 b
N 12.71 27.85+1.57b 12.78+0.78a 5.91+0.37a 7.78+0.57 a
16.94 34.17+1.63a 15.30+0.94a 6.23+0.32a 6.68+0.46 ab
8.47 3.75+0.38a  2.89+0.20a 2.79+0.47b  1.38+0.33 a
P 12.71 4.30+0.39a  2.92+0.37a 3.83+0.24a 1.27+0.40 a
16.94 3.53+0.27a  2.95+0.24a 3.61+0.26a 1.66+0.22 a
8.47 10.66+1.07a  6.48+0.43a 7.79+0.81a 5.27+1.15a
K 12.71 8.95+0.62ab  6.95+0.81a 7.40+0.58a 4.53+0.50 a
16.94 8.80+0.66 b  7.27+0.58a 7.28+0.73a  4.01+0.86 a

Medias * DE con letras distintas en cada columna por nutrimento y por érgano, indican diferencias
significativas (Tukey, P = 0.05) entre tratamientos.
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4.3.3.2. Efecto principal del factor sombreado
Nitrégeno.El orden de concentracion de N en los 6rganos de cempasuchil fue hojas >
flores > raices > tallos, independiente del porcentaje de sombreado (Cuadro 4.12). El

factor nitrégeno no afecto la concentracion de N en los 6rganos de cempasuchil.

Fosforo. El orden de concentracion de P, independientemente del porcentaje de
sombreado fue en el orden de: hojas > tallos > flores > raices (Cuadro 4.12). La mayor
concentracion de este elemento se registré en el tratamiento con 70 % de sombreado en
tallos. El resto de los 6rganos no tuvieron diferencias estadisticas significativas en la

concentracion de P por efecto del factor sombreado (Cuadro 4.12).

Potasio. Al igual que lo observado en las concentraciones de N, las concentraciones de K
en los 6rganos de cempasuchil no mostraron diferencias estadisticas significativas en

funcién del porcentaje de sombreado (Cuadro 4.12).

Cuadro 4.12 Concentracion de N, P y K (g kg™ de materia seca) en hojas, flores, tallos y
raices en cempasuchil var. Inca en respuesta a diferentes niveles de sombreado.

Nivel de .
Organos
Nutrimento Sombreado
(%) Hojas Flores Tallos Raices
0 28.41+3.17a 12.05+1.57a 5.72+x0.52a 6.53%0.64 a
N 70 27.94+258a 12.89+1.65a 5.40+0.52a 6.85+0.70 a
0 3.92+0.23 a 2.97+0.30a 3.1240.46b 1.27+0.23 a
i 70 3.80+0.48 a 2.87+0.23a 3.70+0.27a 1.60+0.39 a
0 9.51+1.08 a 6.67+t0.55a 7.58+0.81a 4.61+0.75a
: 70 9.42+0.69 a 7.13+0.69a 7.40+0.58a 4.60+1.02 a

Medias + DE con letras distintas en cada columna por nutrimento por drgano, indican diferencias
significativas (Tukey, P = 0.05) entre tratamientos
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4.3.3.3. Efecto de lainteraccion de los factores de estudio (nitrogeno X sombreado)

Nitrégeno. El orden de concentracion de N en los 6rganos analizados fue: hojas> flores >
tallos > raices, independiente del tratamiento (Cuadro 4.13). En hojas, la mayor dosis de
N evaluada (16.94 mg L™) con ambos niveles de sombreado y la dosis media de N (12.71
mg L™) en ausencia de sombreado mostraron concentraciones significativamente mayores
de N al resto de los tratamientos. En el resto de los 6rganos, fue evidente la dominancia
del efecto del factor nitrdgeno, dado que en las dos concentraciones mas altas de éste en
la solucion nutritiva, de manera independiente al nivel de sombreado, se tienen las

concentraciones de N superiores (Cuadro 4.13).

Fosforo. No existi6 un orden de concentracion de P coincidente en todos los
tratamientos; sin embargo, en la mayoria de ellos hubo coincidencia en que las
concentraciones superiores se presentaron en laminas foliares por el contrario, las mas
bajas en raices (Cuadro 4.13). Las concentraciones de P sélo fueron diferentes
estadisticamente entre tratamientos en los tallos; solo el tratamiento de N de 8.47 mg L™
sin sombreado tuvo un valor significativamente menor al resto de los tratamientos.
Potasio. La concentracion de K fue estadisticamente distinta entre tratamientos solo en
hojas; donde se aprecia de manera general una tendencia de reduccién en ésta en
plantas sin sombreado y tratadas con las dos concentraciones superiores de N (Cuadro
4.13).

La concentracion de nutrimentos varia no sélo entre las diferentes especies, sino también,
en los distintos 6rganos de una misma planta. Esta variacion estd afectada por la edad
fisiolégica de la planta, la posicion del tejido en la planta, la disponibilidad y concentracion
de minerales en el substrato y las condiciones del suelo (Medina et al., 1999). Segun

Evans y Poorter (2001) al determinar la tasa fotosintética, el area foliar especifica y la
197



particibn de nitrégeno en hojas de diez especies de dicotiledoneas C; cultivadas en
irradiancias de fotones de 200 y 1000 pmol m?s™, concluyen que la concentracion total de
nitrdgeno fue ligeramente superior en plantas cultivadas en condiciones de poca luz, asi
como la concentracion de nitrato, de tal manera que la concentracion de nitrégeno por
unidad de masa fue independiente de la irradiacion.

Pal y Ghosh (2010) evaluando diferentes niveles de potasio (0, 50, 100 y 200 kg ha™)
registran un incremento gradual en las concentraciones de nitrégeno, fosforo y potasio en
hojas de T. erecta cv. Siracole, donde el contenido de N es de 3.08 % en el tratamiento
testigo y de 3.22 % en el tratamiento de 50 kg ha™. La concentraciéon de P resulta muy
variable, oscilando de 0.22-0.31 %, y la concentracibn de K de 0.20 % con los

tratamientos aplicados de K en el intervalo de 50 a 100 kg ha™.
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Cuadro 4.13 Concentracion de N, P y K (g kg™ de materia seca) en hojas, flores, tallos y raices en cempasuchil var. Inca en
respuesta a diferentes niveles de nitrégeno en la solucidén nutritiva y porcentajes de sombreado durante la fase de floracion.

Nitrégeno en la

solucion Sombreado Organos
Nutrimento nutritiva
(mg L™ % Hojas Flores Tallos Raices
8.47 0 21.32+0.88d 8.82+0.60 c 4.60+0.32 b 5.35+0.48 b
8.47 70 23.70+£1.52 dc 9.85+1.86 bc 4.47+0.53 b 5.85+0.47 b
N 12.71 0 28.60+0.82 abc 12.62+0.99 abc 6.07£0.39 ab 7.37£0.38 ab
12.71 70 27.10+2.16 bcd 12.95+0.64 abc 5.75+0.39 ab 8.20+0.71 a
16.94 0 35.32t1.65a 14.72+1.34 ab 6.50+£0.27 a 6.87+0.61 ab
16.94 70 33.02+1.60 ab 15.87+0.25 a 5.97+0.35 ab 6.50+0.32 ab
8.47 0 4.07+0.25 a 2.82+0.22 a 2.17+0.42 b 0.95+0.24 a
8.47 70 3.424+0.46 a 2.95+0.21 a 3.41+0.26 ab 1.82+0.26 a
b 12.71 0 4.10+0.29 a 3.26+0.40 a 3.71+0.26 a 1.35+0.26 a
12.71 70 4.50+0.49 a 2.57+0.27 a 3.95+0.24 a 1.20+0.55 a
16.94 0 3.60+0.07 a 2.82+0.29 a 3.49+0.25 ab 1.52+0.05 a
16.94 70 3.47+0.40 a 3.07+0.19 a 3.73t0.29 a 1.80+0.31 a
8.47 0 11.97+0.80 a 5.85+0.32 a 7.69+1.12 a 4.07+1.09 a
8.47 70 9.35+0.94 ab 7.11+0.24 a 7.89+0.53 a 6.47+0.95 a
K 12.71 0 8.27+0.27 b 6.261+0.29 a 7.49+0.81 a 4.82+0.58 a
12.71 70 9.62+0.71 ab 7.64+1.07 a 7.30+0.35 a 4.25+0.43 a
16.94 0 8.30+0.71 b 7.891+0.39 a 7.55+£0.69 a 4.95+0.61 a
16.94 70 9.30+0.59 ab 6.64+0.62 a 7.02+0.85 a 3.07+0.87 a

Medias + DE con letras distintas en cada columnapor nutrimento, indican diferencias significativas (Tukey, P = 0.05) entre tratamientos.



4.3.4. Carotenoides totales en flores

4.3.4.1. Efecto principal del factor nitrégeno

La relacién entrela concentracion de pigmentos y la disponibilidad de nutrimentos se han
investigado en varios estudios, indicando que en algunas especies como el alga roja
Gracilaria son capaces de asimilar N y cuando éste se encuentra en exceso, se almacena
en proteinas o pigmentos (Ramlov et al., 2011). En el presente estudio las plantas tratadas
con el nivel mas bajo de N tuvieron una concentracion de carotenoides inferior que
representa el 45.94 % de la concentracion registrada en el tratamiento con el nivel méas alto
de N (16.94 mg L™), mostrando diferencias estadisticas significativas entre tratamientos
(Figura 4.6A), lo cual confirma los resultados de investigaciones anteriores. Kopsell et al.
(2007) en un estudio realizado en tres variedades de col tratadas con N a concentraciones
de 6, 13, 26, 52 y 105 mg L™, observan que con el aumento en la dosis de N en las tres
variedades en estudio se incrementa la luteina y B-caroteno. Asi mismo, Chenard et al.
(2005) en perejil mencionan que al incrementar la dosis nitrogenada a 105 mg L™ hay
mayores concentraciones de luteina, zeaxantina y B-caroteno. En lavanda (Lavandula
angustifolia Mill.), también se observan incrementos en carotenoides en flores cuando se
aplican dosis altas de N (200 kg ha) (Biesiada et al., 2008). Existen también reportes donde
la concentraciéon de N no se asocia con la de carotenoides; ejemplo de ello es un estudio en
zanahoria (Daucus carota L.) donde se usaron diferentes fuentes nitrogenadas, dosis,
fechas de aplicacion y nutricién foliar divididos en dos experimentos; en ambos casos cada
ensayo, subdivididos en blogque A (sin nutricion foliar) y bloque B (con nutricion foliar),
concluyen que en ningln experimento se presenta un efecto significativo por la fertilizacion

nitrogenada en la concentracioén de carotenoides en zanahoria (Smolen y Sady, 2009).

4.3.4.2. Efecto principal del factor sombreado
Los carotenoides presentan dos funciones en plantas; una es la de ser los responsables de

la pigmentacion de la planta; la segunda, son disipadores del exceso de energia luminosa a
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través del ciclo de la zeaxantina (Hirschberg, 2001). En el presente estudio, las plantas
cultivadas bajo sombra tuvieron mayor concentracion de carotenoides, superando en un
54.30 % al tratamiento testigo (sin sombreado) (Figura 4.6B). Estos resultados coinciden
con los reportados por Dymova y Goloko, (2007) en bugula o consuelda media (Ajuga
reptans) donde se registra una disminucion de pigmentos en plantas expuestas a plena luz
del sol en comparacién con plantas cultivadas en sombra, por ello, concluyen que la luz
afecta la biosintesis de pigmentos de manera negativa. En ligulas de T. erecta Evangelista-
Lozano et al. (2011) consignan que plantas cultivadas en dos ambientes diferentes en
radiacion fotosintéticamente activa (con malla al 50 % y sin malla) tenian respuestas
diferenciales, evidenciando experimentalmente que ligulas de plantas bajo malla tienen un
incremento en el contenido de xantofilas. Tales resultados también son coincidentes con los
presentados en el capitulo Il de esta tesis, donde en el sombreado de 70 % se registré un

incremento en la concentracion de carotenoides.
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Figura 4.6 Carotenoides totales en flores de plantas de cempasuchil var. Inca, tratadas
durante 38 dias con diferentes niveles de nitrégeno en la solucion nutritiva (A) y dos
porcentajes de sombreado (B) en fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada
subfigura indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.
PS= peso seco.
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4.3.4.3. Efecto de lainteraccion de los factores de estudio (nitrégeno X sombreado)

La concentracién de carotenoides registrada en el tratamiento con la dosis nitrogenada baja
(8.47 mg L™ sin sombreado fue significativamente menor al resto de los tratamientos
(Figura 4.7). Ramlov et al. (2011) mencionan que la interaccion de estos dos factores afecta
la concentracién de pigmentos; los aumentos o disminuciones de estas concentraciones
estan relacionadas con la capacidad fotosintética de la especie. Estos autores también
evaluaron dos concentraciones de nitrato 125 y 250 umol y dos densidades de flujo de
fotones, baja (50+5 pmol m?s™) y alta (100£5 pymol m™?s™), en la macroalga Gracilaria
domingensis, destacando que altas concentraciones de luteina, zeaxantina y criptoxantina
se asocian con bajas irradiancias, siendo variable la respuesta a la concentracion
nitrogenada; por otra parte, se registra mayor concentracion de trans-g-caroteno con baja

concentracion nitrogenada con un alto flujo de fotones.
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Figura 4.7 Carotenoides totales en flores de plantas de cempasuchil var. Inca, tratadas
durante 38 dias con diferentes niveles de nitrégeno en la solucion nutritiva (A) y dos
porcentajes de sombreado (B) en fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada
subfigura indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos.

PS= peso seco.
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4.3.5. Flavonoides totales en flores

4.3.5.1. Efecto principal del factor nitrégeno

En esta parte del estudio, se evidenciaron efectos negativos de concentraciones crecientes
de nitrogeno en la solucién nutritiva en la concentracion de flavonoides totales en flor. Por
tanto, la mayor concentracion de estos metabolitos se obtuvo al adicionar la dosis baja de N
(8.47 mg L'); mientras que con el tratamiento de dosis alta de N (16.94 mg L™), se obtuvo la
menor concentracion de flavonoides, representando el 88.93 % de la concentracién superior
(Figura 4.8A). Contrario a los resultados antes referidos, Krél (2011) reporta que las flores
de plantas de caléndula (Calendula officcinalis) sometidas a dosis mas altas de nitrégeno

(120 y 160 kg ha™) desarrollan contenidos inferiores de compuestos fendlicos.

4.3.5.2. Efecto principal del factor sombreado

Las plantas cultivadas bajo sombra de 70 % tuvieron una concentracion superior de
flavonoides, entre 12 y 36 % que la registrada en plantas sin sombreado (Figura 4.8B).
Warren et al. (2003) mencionan que al incrementar la luz, aumenta la intensidad de
fotosintatos primarios, lo que conduce a un incremento en la concentracion fendlica de la
planta. Con este antecedente y los resultados obtenidos, es evidente que existe
contrariedad entre los resultados de diversas investigaciones. Karimi et al. (2013) al evaluar
el efecto de dos intensidades luminosas en la acumulacion y concentracion de compuestos
fendlicos y flavonoides en hojas, tallos y raices de tres variedades de Labisia pumila,

concluyen, que a mayor intensidad luminosa incrementan los flavonoides totales.
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Figura 4.8 Flavonoides totales en flores de plantas de cempasuchil var. Inca, tratadas por
38 dias con diferentes niveles de nitrdgeno en la solucién nutritiva (A) y dos porcentajes de
sombreado (B) en fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura
indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PS= peso

Seco.
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4.3.5.3. Efecto de lainteraccion de los factores de estudio (nitrégeno x sombreado)
En este estudio no existieron efectos significativos de la interaccion de los factores de
estudio en la concentracion de flavonoides totales en ligulas de las cabezuelas (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Flavonoides totales en flores de plantas de cempasuchil var. Inca, tratadas por
38 dias con diferentes niveles de nitrégeno en la solucion nutritiva en interaccién con dos
porcentajes de sombreado en fase de floracion. Medias + DE con letras distintas indican

diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PS=peso seco.

4.3.6. Aceites esenciales por érganos

Los tiempos de retencion de los compuestos de aceites esenciales identificados en hojas,
flores, tallos y raices se presentan en el Cuadro 4.14. La técnica GS/MS permitié identificar
17 compuestos diferentes en los distintos 6rganos de la planta de T. erecta var. Inca
(Cuadro 4.14). El contenido y cantidad de compuestos de aceites esenciales son
afectadospor factores como el habitat de la planta (Karousso et al.,, 2005), la etapa
fenoldgica, las diferentes partes de las que se extrae, la composicion del suelo y la
fertilizacién mineral (Macias y Galindo, 2001), por lo que es comun encontrar diferencias aun
entre plantas de la misma especie. En algunas especies mexicanas de este género como T.

erecta (Sefidkon et al., 2004; Ogunwande y Olawore, 2006), T. filifolia (Serrato et al., 2008),
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T. lucida (Ciccio, 2004) y T. patula (Sagar et al., 2005), se han identificado metabolitos
secundarios pero aun se desconoce la composicion de la mayoria de las especies.

No obstante que hay variaciones en sus concentraciones relativas, los principales aceites
constituyentes de T. minuta, T. erecta y T. patula son monoterpenos (Krishna et al., 2002).
En T.minuta identificaron limoneno, mirceno y espatulenol (Gil et al., 2000), compuestos que
coinciden con los reportados en esta parte del presente estudio; del mismo modo en T.
argentina el limoneno ha sido reportado (Vazquez et al., 2011). De los compuestos
identificados en el aceite de la especie Conyza bonariensis (L.) Cronquist, comunmente
llamada canilla de venado, planta medicinal usada con efecto antiinflamatorio y antimicético,
cuatro componentes coincidieron con nuestro estudio: cariofileno, y-elemeno, éxido de

cariofileno y espatulenol (Manzano-Santana et al., 2011).

Cuadro 4.14 Tiempos de retencion de compuestos identificados en aceites esenciales de
hojas, flores, tallos y raices de plantas de cempasuchil tratadas con diferentes niveles de
nitrégeno y dos porcentajes de sombreado durante la fase de floracion.

Compuesto Tiem_po de Compuesto Tiempo de
retencion, min retencion, min

D-limoneno 12.15 Espatulenol 23.25
Ocimeno 12.59 Terpinoleno 13.4
Cariofileno 19.36 Piperitona 16.47
Sabineno 10.94 y-Elemeno 21.27
Careno 13.34 Verbenol 24.32
B-felandreno 10.94 Oxido de cariofileno 23.17
B-Mirceno 11.36 Tiantreno 26.21
a-Pineno 9.93 B-Farneseno 19.96
Trans-pineno 26.96
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4.3.6.1. Componentes del aceite esencial en hojas

En hojas se identificaron cuatro componentes presentes en todos los tratamientos; los
cuales son: D-limoneno, ocimeno, (-mirceno y a-pineno. Los componentes que se
presentaron en mayor area fueron ocimeno y D-limonero, particularmente fueron mayores
en los dos tratamientos con la dosis baja de N. Asi también en el tratamiento de dosis mas
baja de N en la solucion nutritiva se observo inhibicién en la sintesis de cariofileno en hojas.
Destaca también en hojas, el alto porcentaje de B-mirceno, a-pineno y piperitona en el
tratamiento consistente en la dosis mas baja de N sin sombreado. En hojas de ajedrea de
jardin (Satureja hortensis), el a-pineno fue identificado en mayor proporcion con el

incremento en la dosis de N (0, 50, 100 y 150 kg ha™) (Mumivand et al., 2011).

El compuesto y-elemeno solo fue identificado en el tratamiento con 70 % de sombreado y
dosis alta de N; asi también el sabineno, solo se identific6 en el tratamiento sin sombreado
y con la dosis baja de N (Cuadro4.15).

Cuadro 4.15 Area bajo la curva (%) de los componentes quimicos del aceite esencial,

presentes en hojas de plantas deTagetes erecta var. Inca, tratadas con tres niveles de
nitrégeno y dos porcentajes de sombreado durante la floracion.

N (mg L™ 8.47 12.71 16.94
Sombreado (%) 0 70 0 70 0 70
D-Limoneno 24.13 16.53 11.7 12.46 9.74 3.71
Ocimeno 36.78 16.07 8.64 18.04 15.8 5.64
Cariofileno 1.31 1.49 1.18 1.96
Sabineno 7.08
Careno 2.99 2.79 2.76 2.56
B- Felandreno 2.16 2.18 2.27 0.96
B- Mirceno 2.50 1.10 1.23 1.16 1.09 0.36
a-Pineno 2.54 1.42 1.13 111 0.89 0.32
Trans-Pineno 24.8
Terpinoleno 5.27 --- --- - - ---
Piperitona 23.6 8.14 7.62 8.52
y —Elemeno 0.22
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Contrario a lo aqui observado, en albaca (Ocimum basilicum L.) se registré la presencia de
limoneno con dosis altas de N (300 kg ha™), obteniéndose porcentajes de éste de 13.2 % en
la variedad Mostruoso mammouth, 17.3 % en Genovese profumatissimo y en Napoletano a

foglia di lattuga del 16.8 % (Sifola y Barbiere, 2006).

En hojas, se observa que el contenido de a-pineno se reduce con el sombreado,
independientemente del nivel de nitrdgeno. En la planta conocida como bolita prieta
(Varronia curassavica Jacq) bajo diferentes intensidades luminosas (20, 50, 70 y 100 %) se
han identificado a-pineno, compuesto que presento el mayor porcentaje en los sombreados
intermedios de 50 y 70 %, mientras que con sombreados de 20 y 100 % disminuyo; lo
anterior demuestra que la sintesis de este componente esta influenciada por la irradiacion.
La sintesis de estos metabolitos en algunas plantas puede ser afectada por la irradiacion,

otro ejemplo, seria la biosintesis de isopreno, su constituyente basico (Feij6 et al., 2014).

4.3.6.2. Componentes del aceite esencial en cabezuelas

El cariofileno es el componente encontrado en todos los tratamientos evaluados,
independiente del nivel de nitrégeno y del sombreado; en todos los casos presenta valores
por debajo de 1 %. El cariofileno se ha identificado en otras especies como en el aceite de
clavo, compuesto importante porque actia como supresor de malezas; la luz tiene un efecto
positivo en este compuesto debido que al incrementar la intensidad luminosa aumenta su
sintesis (Stoklosa et al., 2012). El trans-pineno fue el compuesto mas abundante en las
cabezuelas con el nivel medio de nitrogeno y sin sombreado (16.3 %) (Cuadro 4.16). En T.
minuta, se reporta que el principal compuesto en flores es el B-ocimeno con (45.4 %)
(Chamorro et al., 2008). Destac6 la presencia de verbenol en las cabezuelas, sé6lo en el

tratamiento de dosis alta de N y sombreado.
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Cuadro 4.16 Area bajo la curva (%) de los componentes quimicos del aceite esencial,
presentes en flores de plantas de Tagetes erecta var. Inca, tratadas con tres niveles de
nitrégeno y dos porcentajes de sombreado durante la fase de floracion.

N (mg L™ 8.47 12.71 16.94
Sombreado

0 70 0 70 0 70
(%)
D-Limoneno 0.30 0.29
Ocimeno 0.49 0.53
Cariofileno 0.54 0.44 0.62 0.47 0.66 0.44
Trans-Pineno 16.3 3.77
Espatulenol 2.73 2.17
Piperitona 1.13 1.07
Verbenol 0.69

4.3.6.3. Componentes del aceite esencial en tallos

En el aceite proveniente de tallos, solo se identificaron tres componentes. Se observo el
efecto positivo del nitrogeno en las dosis media y alta evaluadas en la sintesis de B-
farneseno. Asi también, el B- farneseno y el cariofileno no se identificaron con las dosis

bajas de N (Cuadro 4.17).

Cuadro 4.17 Area bajo la curva (%) de los componentes quimicos del aceite esencial,
presentes en tallos de plantas deTagetes erecta var. Inca, tratadas con tres niveles de
nitrégeno y dos porcentajes de sombreado durante la fase de floracion.

N (mg L™ 8.47 12.71 16.94
Sombreado
0 70 0 70 0 70
(%)
Cariofileno 2.54 2.28
Piperitona 6.3 6.08 5.51
B- farneseno 1.48 3.26 2.85 2.64
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4.3.6.4. Componentes del aceite esencial en raices

El aceite esencial que se registr6 en las raices en mayor proporcidn en todos los
tratamientos de estudio es el B-farneseno; particularmente se observa mayor area bajo la
curva de este componente con los niveles medio y alto de N evaluados y con sombreado del
70 % (Cuadro 4.18).

Cabe mencionar que en este estudio, tanto en tallos como en hojas se identificaron los
mismos componentes de aceites esenciales en este estudio, donde el B-farneseno se ha
identificado como uno de los compuestos biol6gicamente activo en manzanilla (Raal et al.,
2003). También se ha sefalado que en Guarea guidonia, una especie de importancia
medicinal, contiene fenestreno como componente mayoritario con diferentes estructuras
quimicas: (Z)-B-farneseno (29.1 %) y (E)-B-farneseno (10.3 %) (Herndndez-Bastidas et al.,
2014).

Cuadro 4.18 Area bajo la curva (%) de los componentes quimicos del aceite esencial,

presentes en raices de plantas deTagetes erecta var. Inca, tratadas con tres niveles de
nitrégeno y dos porcentajes de sombreado durante la fase de floracion.

N (mg L™ 8.47 12.71 16.94

Sombreado (%) 0 70 0 70 0 70

Cariofileno 1.03
Piperitona 3.61 4.84
B- farneseno 5.38 4.71 8.22 14.22 10.97 18.69
Oxido de cariofileno 3.28

Tiantreno 7.85

4.3.7. Concentracién de clorofilas

4.3.7.1. Efecto principal del factor nitrégeno

En funcién de la concentracion de N adicionada a la solucion nutritiva, sélo existieron
diferencias estadisticas en la concentracion foliar de clorofila b; observandose la media mas

alta con la dosis de N media evaluada, sin que este resultado difiera con la dosis baja. Es
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importante notar que la menor concentracion de clorofila b se tuvo en plantas tratadas con la
dosis alta de N (Figura 4.10). Contrario a lo anterior, Polityca y Golcz, 2004 al evaluar en
albaca, durante dos cosechas (inicio y plena floracion), el efecto de diferentes dosis de N (0,
1.35, 1.80 g por planta) en la concentracion de clorofilas a y b, reportan que la fertilizacién
nitrogenada tuvo un efecto significativo en el incremento de ambas clorofilas. Asi también,
Porto et al. (2013) al evaluar cuatro dosis de N (0, 40, 80 y 120 kg ha™) en mani forrajero
(Arachis pintoi), mencionan que las concentraciones de clorofilas a, b y total son mas altas al

adicionar 120 kg ha™* de N.

140 a Clorofilas
t_fn 1.20 a Ha Ob Eiotal
z
S 100 3 a
o= d T
= _‘"—' 0.80 q
Z = T
E cEDO 60
2 T 040
2 b
S
o 0.20

0.00 T .

8.47 12.71 16.94

N en la solucién nutritiva (mg L)

Figura 4.10 Concentraciones foliares de clorofilas de plantas de cempasuchil var. Inca,
tratadas con diferentes niveles de N en fase de floracion durante 40 dias. Medias + DE con
letras distintas en cada variable, indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre
tratamientos. PF=peso fresco.

4.3.7.2. Efecto principal del factor sombreado

No existieron diferencias estadisticas en las concentraciones de clorofilas por efecto del
sombreado (Figura 4.11). De manera tipica, la reduccion en la intensidad luminosa se
asocia con aumento en la concentracion de pigmentos fotosintéticos; tal es el caso de

Elorza-Martinez et al. (2007) quienes al cultivar plantas de vainilla con tutores naturales en

casa sombra con 70 % de reduccion de luz, y plantas sin sombreado con tutores naturales,
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muestran que en el cultivo con malla sombra increment6 la concentracion foliar de clorofila.
De manera similar, Casierra-Posada et al. (2012) en caléndula (Calendula officinalis L.)
encuentran que al cultivar estas plantas en plena exposicion y bajo una malla polisombra del
37 % de reduccion de luz, la relacion de clorofilas a/b fue mayor en hojas cultivadas bajo

sombra, en comparacion con las hojas cultivadas en plena exposicion.

1.40 Clorofilas
= 1.20 = Ba Ob Etotal
Z
'_E . 1.00 2 )

=
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S 0.40 1 .
S 020
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0 70
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Figura 4.11 Concentraciones foliares de clorofilas de plantas de cempasuchil var. Inca,
tratadas con diferentes niveles de sombreado en fase de floracion durante 40 dias. Medias £
DE con letras distintas en cada variable, indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05)

entre tratamientos. PF=peso fresco.

4.3.7.3. Efecto de lainteraccion de los factores de estudio (nitrégeno x sombreado)
La concentracién de clorofilas a y b no fue influenciada por la interaccion de los factores de
estudio (Figura 4.12). De la misma manera, la concentracion de clorofilas totales no fue

estadisticamente diferente entre tratamientos (Figura 4.13).
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Figura 4.12 Concentracion foliar de clorofila a (A) y clorofila b (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas con diferentes niveles de N y dos porcentajes de sombreado en fase de
floracion durante 40 dias. Medias + DE con letras distintas en cada variable, indican

diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.
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Figura 4.13 Concentraciéon foliar de clorofila total de plantas de cempasuchil var. Inca,
tratadas con diferentes niveles de N y dos porcentajes de sombreado en fase de floracién
durante 40 dias. Medias + DE con letras distintas en cada variable, indican diferencias
significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.

4.3.8. Azucares totales en hojas y flores

4.3.8.1. Efecto principal del factor nitrégeno

En la Figura 4.14 se presentan las concentraciones de azucares totales en hojas y flores de
plantas de cempasuchil tratadas con diferentes niveles de nitrégeno. En hojas (Figura

4.14A) y flores (Figura 4.14B) se observo que no existié efecto de nitrégeno en la
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concentracion de azlcares; sin embargo, en hojas se observa una relacion negativa entre
dosis de N y azucares. De manera similar, Baranauskiene et al. (2003) en tomillo (Thymus
vulgaris), al evaluar cuatro concentraciones de N (0, 45, 90 y 135 kg ha™) realizaron dos
cosechas durante su produccion, y determinaron la concentracion de azlcares totales y
sacarosa, observando que éstas incrementaron con la dosis bajas de N en la segunda
cosecha. Asi también Mohd y Jaafar (2011) en Labisia pumila reportan que los
carbohidratos totales no estructurales fueron influenciados por los niveles de nitrégeno
aplicados, éstos disminuyeron al incrementar la fertilizacion de N, siendo el valor méas bajo
en 270 kg N ha™ en un 27 %. Del Pozo et al. (2002), reportaron en pasto estrella (Cynodon
nlemfuensis) que el contenido de carbohidratos solubles estructurales esta determinado por
factores metabdlicos relacionados con la fotosintesis, respiracion y distribucion de
nutrimentos que pueda generar cada planta y puede modificarse con el nivel de nitrégeno en
la planta y su estado fisiol6gico, siempre que las condiciones climaticas no sean una
limitacion.

Chain et al. (2002) indican que los azlcares estructurales y no estructurales son
almacenados en tallos, hojas y pétalos, mismos que proveen la energia necesaria para que
la flor complete su desarrollo. Mientras, Huber (1994) menciona que hay un movimiento de
azucar a la planta provocado por la transpiracion, lo cual lleva a una acumulacién de
azucares en tallos y hojas, para posteriormente ser trasladado a los pétalos via floema. Por
tanto, los hidratos de carbono constituyen la principal fuente de energia, necesaria para la

inflorescencia en procesos fisiol6gicos y bioquimicos.
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Figura 4.14 Azucares totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil var. Inca,
tratadas con diferentes niveles de N en fase de floracion durante 40 dias. Medias + DE con
letras distintas en cada variable, indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre

tratamientos. PF=peso fresco.

4.3.8.2. Efecto principal del factor sombreado
Tanto en hojas como en cabezuelas (Figura 4.15Ay 4.15B) no existio efecto significativo del
factor sombreado. P4ez et al. (2000) mencionan que la concentracion de carbohidratos

solubles se reduce en un 18 % en hojas de verdolaga en la radiaciébn mas baja (30 % de
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radiacion total); es decir con mayor sombredo, comparadas con las plantas que crecieron

bajo luz total (100 %).
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Figura 4.15 Azlcares totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil var. Inca,
tratadas con dos porcentajes de sombreado en fase de floracion durante 40 dias. Medias +
DE con letras distintas en cada variable, indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05)
entre tratamientos. PF=peso fresco.

4.3.8.3. Efecto de lainteraccion de los factores de estudio (nitrégeno X sombreado)

En hojas como en flores los tratamientos consistentes en diferentes concentraciones

nitrogenadas y sombreado no influyeron significativamente en la concentracion de azlcares

(Figura 4.16).
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Figura 4.16 Azlcares totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil var. Inca,
tratadas con diferentes niveles de N y dos porcentajes de sombreado en fase de floraciéon
durante 40 dias. Medias = DE con letras distintas en cada variable, indican diferencias

significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.

4.3.9. Aminoacidos libres totales en hojas y flores

4.3.9.1. Efecto principal del factor nitrégeno

En hojas, la concentracién de aminoécidos libres totales fue directamente proporcional con
la concentracion de N adicionada a la solucion nutritiva, teniendolas plantas con la menor

dosis de N evaluada (8.47 mg L™) sélo el 80.25 % de la concentracién registrada con la

218



dosis alta de N (16.94 mg L™) (Figura 4.17A). En flores, de manera similar el tratamiento
con menor dosis de N tuvo solo 33.06 % de la concentracién de aminoacidos libres que la
mostrada en plantas tratadas con la dosis alta de N evaluada (Figura 4.17B). Los resultados
coinciden con lo reportado por Meuriot et al. (2003) en dos experimentos con alfalfa; en el
primero evaluaron dos tratamientos N éptimo y N-limitado; en el segundo experimento, se
evaluaron concentraciones decrecientes de NH;NO; (1000, 250, 100 o 50 mM), concluyen
gque las concentraciones de aminoacidos en raices pivotantes aumentaron al incrementar la
dosis de N en ambos experimentos. Asi mismo, en espinaca asperjada con urea foliar al 2
%, se reporta que la concentracion de aminodcidos libres incrementa tanto en hojas como

en raices (Trejo-Téllez et al., 2005).
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Figura 4.17 Aminoacidos libres totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas con diferentes niveles de N en fase de floracién durante 40 dias. Medias +
DE con letras distintas en cada variable, indicandiferencias significativas (Tukey, P < 0.05)

entre tratamientos. PF=peso fresco.
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4.3.9.2. Efecto principal del sombreado

En hojas de plantas sometidas a un 70 % de sombreado, la concentracién de aminoacidos
libres totales fue significativamente superior a plantas sin sombreado, superandolas en
59.75 % (Figura 4.18A). Por el contrario en cabezuelas, la concentracion de aminoacidos
fue superior significativamente en el tratamiento sin sombreado (Figura 4.18B). Khaleafa et
al. (1982) reportan en una alga (Caulerpa prolifera) que a intensidades bajas de luz, la
concentracion de aminoacidos libres fueron mayores en comparacion con los conjugados a
excepcion de fenilalanina y leucina; caso contrario, a altas intensidades de luz los
amino&cidos conjugados fueron mayores que los libres excepto arginina, glicina y tirosina;
esto pudo haber sucedido en nuestro estudio un tipo de aminoacidos predominé en hojas al

incrementar el porcentaje de sombreado y viceversa en cabezuelas.
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Figura 4.18 Aminoacidos libres totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas con dos porcentajes de sombreado en fase de floracién durante 40 dias.
Medias = DE con letras distintas en cada variable, indican diferencias significativas (Tukey,

P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.

4.3.9.10. Efecto de lainteraccion de los factores de estudio (nitrégeno X sombreado)

La concentraciéon foliar de aminoacidos fue estadisticamente superior en el tratamiento
consistente en la dosis de N de 16.94 mg L™ con un sombreado de 70 % (Figura 4.19A). En
flores, se observa de manera general que las concentraciones de aminoacidos libres
incrementan conforme aumenta la dosis de N adicionada a la solucién nutritiva (Figura

4.19B).
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Figura 4.19 Aminoacidos libres totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas con diferentes niveles de N y dos porcentajes de sombreado en fase de
floracion durante 40 dias. Medias + DE con letras distintas en cada variable, indican

diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.
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4.3.10. Proteinas solubles totales en hojas y flores

4.3.10.1. Efecto principal del factor nitrégeno

La concentracion de proteinas solubles totales no fueron significativamente diferentes entre
tratamientos de nitrégeno, tanto en hojas como en flores. Sin embargo, en hojas, su
concentracion fue ligeramente superior con la adicion de N a razon de 8.47y 12.71 mgL™* a
la solucion nutritiva (Figura 4.20A y 4.20B). Contrario en cabezuelas, ligeros incrementos
en la concentracién de proteinas se tuvieron en el nivel mas alto de N 16.94 mg g L™

(Figura 4.20B).
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Figura 4.20 Proteinas solubles totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas por 40 dias con diferentes niveles de nitrégeno en fase de floracion.
Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican diferencias significativas (Tukey,

P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.
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4.3.10.2. Efecto principal del factor sombreado

Las plantas no sombreadas presentaron concentraciones de proteinas libres totales
estadisticamente superiores a plantas sombreadas, tanto en hojas (Figura 4.21A) como en
flores (Figura 4.21B). De igual manera a lo reportado por Loreto et al. (2003), quienes
evaluaron la irradiacion a 78, 156 y 238 pmol ms™ en cianobacterias del género Anabaena,
donde concluyen que la irradiacién ejercié influencia en el contenido de proteinas siendo

mayor éste a 156 pmol m?s™.
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Figura 4.21 Proteinas solubles totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas por 40 dias con dos porcentajes de sombreado en fase de floracion.
Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican diferencias significativas (Tukey,

P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.
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Asi también Eckardt et al. (1997) propusieron dos condiciones de iluminacién, alta (600 umol
m? s) y baja (200 umol m? s™) donde evaluaron el contenido de proteinas en plantas
silvestres y plantas mutantes con reducida actividad de ribulosa fosfato
carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO) de Arabidopsis thaliana. Estos autores concluyen que en
ambos tipos de plantas, la baja luminosidad redujo significativamente el contenido de

proteinas.

4.3.10.3. Efecto de lainteraccion de factores de estudio (nitrégeno X sombreado)

En la Figura 4.22A se muestran los resultados de la concentracién foliar de proteinas en
funcion de la interaccion de los factores de estudio; en esta se observan tendencias
crecientes a medida que aumenta la concentracion de nitrégeno en la solucion nutritiva solo
en plantas con sombreado. Contrario a lo anterior, a medida que la concentracion de
nitrdgeno se incrementa bajo condiciones de sombreado al 70 %, se reduce la
concentracion folia de proteinas. En flores, la interaccion de los factores de estudio no fue
significativa en la variable concentracion de proteinas (Figura 4.22B).

Los resultados aqui encontrados en hojas, coinciden con lo reportado por Ramvlov et al.
(2011) en la macroalga Gracilaria domingensis donde, al ser tratada con dos
concentraciones de nitrato (125 y 250 ymol) y dos densidades de flujo de fotones (505 y
10045 pmol m-2s™), los autores concluyen que alta dosis de nitrégeno y alto flujo de fotones

estimularon la acumulaciéon de proteinas solubles totales.
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Figura 4.22 Proteinas solubles totales en hojas (A) y flores (B) de plantas de cempasuchil
var. Inca, tratadas por 40 dias con diferentes niveles de N y dos porcentajes de sombreado
en fase de floracion. Medias + DE con letras distintas en cada subfigura, indican diferencias

significativas (Tukey, P < 0.05) entre tratamientos. PF=peso fresco.

4.4. CONCLUSIONES

Las variables morfolégicas después de 15 dias de tratamientos no fueron afectadas por
efectos principales de factores de estudio y su interaccion; asi también no existieron efectos
significativos en esta investigacion en las variables biomasa seca, clorofilas y azulcares

totales.
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La concentracion de nitrégeno afectdé de manera significativa la concentracién de
aminoacidos totales libres en hojas, carotenoides totales en flor; asi también el nitrégeno
influencié la concentracion de flavonoides totales, teniéndose mayor valor de ésta con una

dosis de 8.47 mg L™.

El sombreado afecté la absorcion de N en flores y raices, obteniéndose las medias mas
altas con 70 % de sombreado. En hojas y tallos, la mayor concentracién de N se obtuvo en
plantas no sombreadas. Las concentraciones de K en hojas, tallos y raices fueron
superiores en plantas sin sombreado; mientras que en flores en plantas sin sombreado. Los
carotenoides, flavonoides totales aminoacidos libres totales en hojas incrementaron
significativamente con el sombreado de 70 %; por el contrario los aminoacidos libres totales
en flores y proteinas solubles totales en hojas y flores fueron superiores en plantas sin

sombreado.

La interaccion de los niveles mas altos de nitrégeno y sombreado favorecio la concentracion
de N, flavonoides totales y aminoacidos libres totales en hojas, teniéndose efecto positivo
con dosis de 16.94 mg L' a 70 % de sombreado. En flores se registr6 la mayor
concentracion de aminoacidos libres totales en plantas sin sombreado la dosis mas alta de

N.

La técnica GS/MS permitio identificar 17 compuestos diferentes en los distintos 6rganos de
la planta de T. erecta var. Inca. En hojas se presentaron cuatro componentes consistentes
en todos los tratamientos de manera independiente del nivel de nitrdgeno y porcentaje de
sombreado se obtuvo: D-limoneno, ocimeno, 3-mirceno y a-pineno.El cariofileno se registro
en flores. En tallos los componentes de mayor consistencia son: B-farneseno y piperitona.

En raices el B-farneseno.
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