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Resumen. Se investigaron cuatro condiciones de manejo para
evaluar los efectos de estrés sobre la produccién de biomasa, acei-
tes esenciales, timol y carvacrol, y acumulacién de prolina en Lippia
graveolens HL.B.K. bajo condiciones de invernadero. En un disefio
bifactorial se evaluaron cuatro condiciones o ambientes (Factor B):
Solucién nutritiva comercial (B0); Agua (B1); estrés moderado (B2)
e intermedio (B3), anidados en condiciones estresantes (Factor A):
salinidad (NaCl) y concentracién iénica (Cu®) y (Fe?). La produc-
cién de peso fresco y nimero de hojas fue reducida por el NaCl y
las concentraciones de Cu* y Fe?". Sin embargo, en el promedio de
los cuatro ambientes no se observaron diferencias significativas. La
cantidad de aceites esenciales fue significativamente mayor en el
ambiente de estrés con Fe?* y Cu?* en ambas concentraciones. Los
porcentajes promedio de timol y carvacrol fueron superiores en las
concentraciones de Cu* y Fe?* estudiadas. Los valores mds altos para
timol y carvacrol se observaron en los ambientes de induccién de
estrés en intensidad moderada. La acumulacién de prolina fue mayor
en la raiz que en el follaje. Las condiciones estresantes de los elemen-
tos en ambas intensidades expusieron valores superiores en la acumu-
lacién de prolina. Sin embargo, los ambientes de no estrés también
acumularon altas cantidades. Se mostré una correlacién positiva (r =
0,997) entre la produccién de aceites esenciales y prolina acumulada.
El estrés inducido con salinidad y iones (Cu*) y (Fe?) derivé en
mayor acumulacién de metabolitos secundarios.
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Abstract. Four dynamic conditions to evaluate the effects of
stress on production of biomass, essential oils, Thymol, carvacrol
and proline accumulation in Lippia graveolens H.B.K. were inves-
tigated under greenhouse conditions. A bifactorial design assessed
four environmental conditions (factor B): commercial nutritive solu-
tion (BO); Water (B1); moderate stress (B2), and intermediate (B3)
stress nested under (Factor A) salinity (NaCl) and ion concentration
(Cu*) and (Fe*) stresses. Average production of fresh weight and
number of leaves were reduced under NaCl and both ion concentra-
tion conditions. However, there were no significant differences on
average for the four environments. The amounts of essential oils were
significantly higher under the stressful environments with Fe* and
Cu? at both concentrations. The average percentages of Thymol and
carvacrol were higher under both study concentrations of Cu?* and
Fe?* than under NaCl. The greater values for Thymol and carvacrol
were observed under moderate stress intensity. Accumulation of pro-
line was greater in the root than in the foliage. Stressful conditions of
ionic elements at both intensities determine greater proline accumu-
lation. High proline accumulation, however, was also observed under
non-stressful conditions. A positive correlation (r = 0.997) between
production of essential oils and proline accumulation was shown. The
stress induced with salinity and ions Cu?* and Fe?" led to a greater
accumulation of secondary metabolites.
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INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

La composicién y la cantidad de metabolitos secundarios
de las plantas dependen en gran medida de factores ambien-
tales. Cuando son sometidas a condiciones adversas, se ge-
nera un efecto que desarrolla una respuesta en procesos fisio-
légicos, bioquimicos y metabdlicos (Benavides et al., 2001).
Esto indica la posibilidad de manipular la concentracién o
cantidad relativa de los metabolitos a través de técnicas de
manejo agronémico. La induccién controlada de estrés a tra-
vés de compuestos sefializadores o prooxidantes es una he-
rramienta conocida cada vez mds utilizada para explorar las
respuestas fisiolégicas y metabélicas adaptativas de la plan-
ta (Kessmann et al., 1994). Por ello se considera factible su
aplicacién con el propésito de promover y/o incrementar la
biosintesis de metabolitos secundarios (Gantet y Memelink,
2002).

La aplicacién controlada de algun tipo de estrés ambien-
tal que origina estrés oxidativo celular, o bien la aplicacién
de un compuesto prooxidante como H,O,, dcido salicilico o
metales pesados, pueden causar cambios en el metabolismo
redox de las plantas. Estos pueden originar, a través de una
cascada de sefiales, la modificacién de la expresion genética
y la obtencién de fenotipos con una composicién quimica
diferente (Benavides et al., 2002). En el caso de iones libres
de metales, el factor inductor de la respuesta puede ocasionar
la acumulacién de radicales libres (Stohs y Bagchi, 1995).
Este mecanismo de toxicidad de los metales en forma i6-
nica fue descrito para el cobre (Mangel y Kirkby, 2001) y el
hierro (Xing et al., 2010). En el caso de estrés inducido por
salinidad, el fenémeno oxidativo se manifiesta a través de la
acumulacién de osmolitos en hojas y raices (Ahmed et al.,
2009), y el control de la apertura estomdtica (Chartzoulaki
et al., 2009), determinados por la acumulacién de prolina en
hojas y raices (Munn, 2008).

El orégano mexicano (Lippia graveolens H.B.K.) tie-
ne un amplio potencial de aprovechamiento en el campo
alimenticio y farmacéutico. La composicién quimica del
aceite esencial del orégano es de gran importancia por
su actividad bioldgica, ya que tiene compuestos fendlicos
de efectividad antimicrobiana, como el timol y el carva-
crol, que tienen efectos contra las bacterias Gram negati-
vas (Arzila-Lozano et al., 2004). Por otro lado, los aceites
esenciales del orégano poseen potencial anticancerigeno
(Sivropoulou, 1996). Existen reportes sobre la variabilidad
en los contenidos de timol y carvacrol por efecto del medio
ambiente (Russo et al., 1998; Gurudatt et al., 2010). Los
objetivos de este trabajo fueron evaluar los efectos del NaCl
y soluciones idnicas (con cobre y hierro) sobre (1) el creci-
miento de plantas, (2) la produccién de aceites esenciales,
(3) los contenidos de timol y carvacrol, y (4) la produccién
de prolina en Lippia graveolens.
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Esta investigacion se llevé a cabo bajo condiciones de inver-
nadero en las instalaciones de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro en Saltillo, Coahuila, México. Cuando las plantas
Lippia graveolens H.B.K. alcanzaron una altura de 30 cm, se tras-
plantaron en macetas pldsticas de 16 L de capacidad. Como sus-
trato se utilizé una mezcla comercial BERGER peatmoss (80%
turba, 10% Perlita y 10% vermiculita). Las plantas fueron regadas
con agua natural con un pH de 7,65 y una conductividad eléctrica
de 715 microS/cm. La temperatura promedio en el invernadero
fue de 26 °C, y humedad relativa oscil6 entre 60 y 70%. Cuando
las plantas alcanzaron tres meses de edad se podaron a una altura
de 30 cm. Posteriormente se seleccionaron 88 plantas, se distribu-
yeron en forma balanceada en base a un disefio completamente al
azar con arreglo bifactorial, anidando los niveles de concentraciéon
de los elementos estresantes, con el fin de evaluar cuatro condi-
ciones o ambientes en el factor B: BO = ambiente 6ptimo (solu-
ci6én nutritiva comercial fertiplus), B1 = ambiente natural (agua
natural), B2 = ambiente con induccién de estrés moderado (50
mM NaCl; 3 mM Cu?; 2,5 mM Fe*), B3 = induccién de estrés
intermedio (100 mM NaCl; 6 mM Cu?; 5 mM Fe?), anidadas
en tres elementos inductores de estrés, identificados como factor
A (A1=NaCl,A2 = Cu*y A3 = Fe*).

El tratamiento fertiplus tuvo los siguientes porcentajes de
elementos nutritivos; N = 7,28; K O, = 14,07; Fe = 0,006; Zn
=0,002; S = 1,31; Mo = TRAZA; P,0, = 8,21; Mg = 0,086;
Cu =0,001; Mn = 0,075; B = 0,002; Ca = 0,19. Para la elabo-
racion de las soluciones estresantes se emplearon NaCl (PM =
58,4 g/mol); CuSO, 7H,O (PM = 285,7168 g/mol),y Fe SO,
7H,0 (PM = 278,0157 g/mol) grado reactivo. Las soluciones
se aplicaron cada semana segun correspondia a cada ambiente.
Las soluciones de Cu?'y Fe ?*se aplicaron con una bomba de
aspersiéon manual a punto de goteo. Las soluciones de NaCl y
nutritiva se aplicaron directamente al sustrato con una regade-
ra tipo jardin en un volumen de 1,5 L/planta.

Las variables evaluadas fueron:

Biomasa para Peso fresco y seco, se tomaron ocho plantas
de cada tratamiento, a las cuales se les separaron las hojas, los
brotes, los tallos y las raices y se pesaron inmediatamente para
obtener el peso fresco. Para esto se utilizé una balanza ana-
litica digital OHAUS modelo T'S120. Posteriormente, este
material vegetal se secé con aire caliente a 65 °C durante 48
horas para obtener el peso seco usando una estufa MAPSA
modelo HDP334. Para determinar drea foliar y nimero de
hojas se usaron tres plantas por tratamiento, las cuales se de-
foliaron y luego determinaron dichas variables. El drea foliar
se determind con un medidor de drea foliar portatil, marca

LI-cor- Modelo LI-3000A.

Aceites esenciales. El contenido fue determinado en las
3 plantas utilizadas para medir drea foliar. El material fue
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triturado con un Molino THOMSOM modelo 3383-1.10.
Posteriormente se procedié a la extraccién de los aceites
esenciales por la técnica de destilacién por arrastre de vapor

AOAC (1990).

Timol y carvacrol. La identificacién de los componentes
se llevé a cabo por andlisis de cromatografia de gases - Espec-
trometria de masas (GC / MS) en un HP 6890 acoplado a un
HP 5972 MSD (con rango de masa 7/z 50-550) y un Agilent
DB-5MS de columna capilar de (30 m x 0,25 mm) con un
espesor de 0,25 pm de pelicula. El gas acarreador usado fue
helio. El programa de temperatura inicial fue 60 °C/min; la
temperatura final fue de 280 °C con un gradiente de 9 °C/min.

Los indices de retencién (IR) para la identificacién de los
compuestos fueron determinados sobre las bases de homdlo-
gos n- alcanos hidrocarbonados bajo las mismas condiciones.
El reactivo fenchone fue usado como estindar a una concen-
tracién de 0,01 mg/mL de diclometano; la composicién fue
obtenida por el drea normalizada y la respuesta para cada factor
fue considerada como 1. Los compuestos fueron identificados
por comparacién de (IR) y espectro de masas de acuerdo con
los datos publicados por Adams (1995) y McLafferty (1989).
Con las dreas de cada muestra se obtuvo la concentracién en
ppm de timol y carvacrol mediante la siguiente férmula:

Y = 2,9693x — 2,6052
=0,9168
X=Y +2,6052 /2,9693

En donde:

Y = drea o superficie obtenida en el cromatograma,
X = concentracién en ppm de timol y carvacrol.

Prolina. Esta se realiz6 en follaje y raiz en base al analisis
propuesto por Bates et al. (1973). Medio gramo de hoja o
raiz se maceraron en 10 mL en una solucién acuosa de 4ci-
do sulfosalicilico al 3% (peso/volumen), y posteriormente se
sonicé por 5 minutos y se filtré la solucién en un embudo
de filtracién rapida utilizando papel Whatman No. 2. Una
alicuota (2 mL) se colocé en un tubo de ensayo al que se
le agregaron 2 mL de 4cido ninhidrinico y 2 mL de 4cido
acético glacial, para después colocar el tubo a una tempera-
tura de 100 °C durante una hora. Finalmente la reaccién se
completé en un bafio de hielo. Se agregaron 4 mL de tolueno
y el contenido del tubo se mezclé vigorosamente durante
20 segundos. Posteriormente se aspiré la parte de tolueno
con una pipeta, se estabiliz6 a temperatura ambiente y se
determiné la absorbancia (A = 520 nm) en un espectrofo-
témetro SEQUOIA-TURNER-690. Se usé tolueno como
blanco para calibrar el aparato. La concentracién de prolina
se determind a partir de una curva de calibracién y se calculé
en base a peso fresco de la siguiente manera:

ppm de prolina de la curva

o material 3 x (volumen de aforacién) = ppm de prolina
g de material peso fresco

Anilisis estadistico. A los datos obtenidos se les realizé
andlisis de varianza en base a un modelo bifactorial anidado de
ambientes (factor B) en elemento estresantes (factor A), por
medio del paquete estadistico SAS 9.2 (SAS Institute, 2009).
Las diferencias estadisticas entre las medias de los factores se
separaron por Tukey (p<0,05), empleando el paquete estadis-
tico de la FAUANL (Olivares, 1989). Ademis se realizaron
andlisis de correlaciones entre las variables de aceite esencial y
contenido de prolina.

RESULTADOS

Biomasa. Los resultados obtenidos de peso fresco y nd-
mero de hojas mostraron diferencias estadisticas en el pro-
medio del factor A. El estrés inducido con Cu?' y Fe?* produ-
jeron 156,1y 145,7 g/planta,y 1640 y 1538 hojas por planta
(Tukey p<0,05, Tabla 1), respectivamente. E1 NaCl produjo
137,9 g/planta y 1331 hojas. El édrea foliar y peso seco no
expuso diferencias estadisticas. Los valores promedio en los
ambientes estresantes del factor B no tuvieron diferencias
significativas en el desarrollo de ninguna variable vegetativa.
Las condiciones inducidas en los ambientes de estrés mode-
rado (B2) e intermedio (B3) anidados en el factor A, deter-
minaron diferencias significativas. La induccién con 100,0
mM de NaCl en la condicién B3 afecté negativamente el
peso fresco al producir el valor mds bajo (110,9 g/planta).
Esto significé una reduccién de alrededor de 40 g/planta
comparativamente con los ambientes sin induccién de estrés
en BO y B1. Respecto al nimero de hojas con induccién de
estrés de 50,0 y 100,0 mM, que corresponden a los ambien-
tes B2 'Y B3, respectivamente, se produjo un efecto negativo
al producir 38,1 y 42,8% menos hojas, respectivamente, en
relacién con los ambientes de BO (que identificaron a la so-
lucién nutritiva).

Aceite esenciales. Las plantas que crecieron con Fe** acu-
mularon en promedio 43 y 34% mads aceite que aquellas ex-
puestas a NaCl y Cu?, respectivamente (Tukey p<0,05, Tabla
2). Las plantas que crecieron bajo estrés moderado (B2) o inter-
medio (B3) produjeron en promedio 80 y 84% mds que en los
ambientes BO (solucién nutritiva) y B1 (agua), respectivamente.

El estrés inducido con el Fe?* a concentraciones de 2,5
y 5,0 mM produjo la mayor cantidad de aceite, con 1,2 y
1,3%, respectivamente. Esta produccién superé por mds del
doble a aquella obtenida en los ambientes sin induccién de
estrés. De igual manera, pero en menor escala se obtuvieron
incrementos significativos con las concentraciones de Cu**
de 3,0 y 6,0 mM, y 50,0 mM de NaCl. La produccién de
aceites esenciales fue similar a 100,0 mM NaCl que en los
ambientes sin estrés.
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Tabla 1. Produccion de biomasa en diferentes ambientes bajo estrés con NaCl, Cu** y Fe # en Orégano Mexicano (Lippia graveolens H.B.K.).
Table 1. Production of biomass in different environments under stress with NaCl, Cu?* and Fe ?* in Mexican oregano (Lippia graveolens H.B.K.).

*Ambientes (factor B)

Elemento (factor A) BO B1 B2 B3 Prom. factor A
Peso fresco (g/planta)
NaCl 158,1Aa 156,9 A a 1259 A ab 110,9 A b 137,9b
Cu? 158,1Aa 156,9 A a 171,0A a 1385Aa 156,1 a
Fe 158,1Aa 156,9 A a 139,8 A a 128,12 A a 1457 a
Prom.factor B 158,1 A 156,9 A 1456 A 125,8 A
Peso seco (g/planta)
NaCl 74,6 A a 72,9 A a 64,5 A a 56,3Aa 67,1a
Cu? 74,6 A a 72,9 A a 83,3Aa 66,3Aa 74,2 a
Fe?+ 74,6 Aa 72,9 A a 68,3Aa 63,3Aa 69,9 a
Prom.factor B 74,6 A 72,9 A 72,0 A 62,1A
Area foliar (cm?)
NaCl 360 A a 260Aa 179 Aa 165Aa 241,02
Cu? 361 Aa 261 Aa 277 Aa 298 Aa 2993 a
Fe > 362Aa 262Aa 252 Aa 271Aa 286,8 a
Prom.factor B 361 A 261 A 236A 245 A
Ne de hojas
NaCl 1720 A a 1537 A ab 1070 Bb 988 B b 1331 b
Cu? 1730 A a 1537 Aa 1536 A a 1756 A a 1640 a
Fe?* 1730 A a 1537 Aa 1334 A a 1548 A a 1538 a
Prom.factor B 1730 A 1537 A 1313 A 1431 A
* Ambientes BO B1 B2: intensidad B3: intensidad
moderada intermedia
Soluciones evaluadas Sol. Nutritiva Agua (mM) NaCl 50,0 (mM) NaCl 100,0;
Cu 3,0; Fe 2,5 Cu 6,0; Fe 5,0

Diferentes letras mayusculas entre (factor A) y minusculas entre (factor B) indican diferencias significativas (Tukey p<0,05).

Tabla 2. Porcentaje de aceites esenciales en diferentes ambientes bajo estrés con NaCl, Cu? y Fe?* en Orégano Mexicano
(Lippia graveolens H.B.K.).
Table 2. Percentage of essential oils in different environments under stress with NaCl, Cu?* y Fe?* in Mexican oregano (Lijppia graveolens H.B.K.).

*Ambientes (factor B)

Elemento (factor A) B0 B1 B2 B3 Prom. Factor A
NaCl 0,5167 Ab 0,5033 A b 0,770 B a 0,672Cab 0,616 B
Cu* 0,5167 A'b 0,5033 A'b 0,793 B a 0,816 B a 0,658 B
Fe* 0,5167 Ab 0,5033 A'b 1,233 A a 1,267 A a 0,880 A
Prom. Factor B 0,5167 b 0,5033 b 0,9322 a 0,9186 a
* Ambientes BO B1 B2: intensidad B3: intensidad

moderada intermedia
Soluciones evaluadas  Sol. Nutritiva Agua (mM) NaCl 50,0; (mM) NaCl 100,0;

Cu 3,0; Fe 2,5 Cu 6,0; Fe 5,0

Diferentes letras mayusculas entre (factor A) y minusculas entre (factor B) indican diferencias significativas (Tukey p<0,05).
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Timoly carvacrol. Los factores A y B influyeron (p=<0,05)
sobre el contenido de estos quimiotipos (Tabla 3). Respecto a
la produccién de timol se encontré que el Cu?* produjo el ma-
yor promedio (36,48%), superior estadisticamente (p<0,05)
a los tratamientos con NaCl y Fe**que promediaron 24,91 y
19,83%, respectivamente. Respecto al contenido de carvacrol,

el tratamiento con Fe** también fue estadisticamente superior
con un promedio de 8,92 %.

El ambiente B1, con suministro de agua natural, tuvo el ma-
yor contenido de timol (46,47%), superando estadisticamente a
los otros tres ambientes bajo estudio. El valor mas alto de car-
vacrol se obtuvo en el ambiente BO con un promedio de 9,57 %.

Tabla 3. Porcentaje de timol y carvacrol en diferentes ambientes bajo estrés con NaCl, Cu?ty Fe?* en Orégano Mexicano (Lippia

graveolens H.B.K.).

Table 3. Percentage of Thymol and carvacrol in different environments under stress with NaCl, Cu?*y Fe?* in Mexican oregano (Lippia graveolens

HB.K.).
Ambientes (factor B)

Elemento (factor A) BO B2 B3 Prom. factor A

Timol NaCl 543Ac 46,04 A a 2522Bb 2295Bb 2491 b
Cu® 543 Ad 46,04 Ab 63,05 A a 31,38Ac 36,48 a
Fe? 543 Ac 46,04 A a 2,70Cc 25,1367 B b 19,83 ¢
Prom. Nivel B 5,433 d 46,047 a 30,32 b 26,49 ¢

Carvacrol NaCl 9,57Aa 0,57Ab 0,25Bb 0,23 Bb 2,66 b
Cu* 9,57 Aa 0,57 Ab 0,51Bb 0,89Bb 2,92b
Fe? 9,57Ab 0,57Ab 21,43 Aa 392Ac¢ 8,92a
Prom.factor B 9,570 a 0,577d 7,400 b 3,350 ¢

* Ambientes B0 B1 B2: intensidad B3: intensidad

moderada intermedia
Soluciones Sol. Nutritiva Agua (mM) NaCl150,0; (mM) NaCl 100,0;
evaluadas Cu 3,0; Fe 2,5 Cu 6,0; Fe 5,0

Diferentes letras mayusculas entre (factor A) y minusculas entre (factor B) indican diferencias significativas (Tuyey p<0.05)

Tabla 4. Prolina acumulada en ppm en diferentes ambientes bajo estrés con NaCl, Cu?y Fe? en Orégano Mexicano (Lippia graveolens

H.B.K).

Table 4. Proline accumulated (ppm) in different environments under stress with NaCl, Cu?* y Fe?* in Mexican oregano (Lippia graveolens H.B.K.).

*Ambientes (factor B)

Elemento (factor A) BO B1 B2 B3 Prom. factor A

Follaje NaCl 100,00 Ab 276,33 Aa 33,66 Bb 60,00 B be 1175 B
Cu2+ 100,00 A b 276,33 Aa 242,00 A a 21,00 B ¢ 1272 B
Fe2+ 100,00 A b 276,33 Aa 43,00 Bb 89,33 Ab 159,8 A
Prom. factor B 100 b 276 a 106,2 b 59,6 ¢

Raiz NaCl 46,66 A b 192,00 A a 176,66 A a 12,66 Cb 107,0 B
Cu2+ 46,66 A b 192,00 A a 2136 Aa 89,33B b 135,42 B
Fe2+ 46,66 A ¢ 192,00 A b 27,00 B ¢ 471,00 A a 184,16 A
Prom. factor B 46,7 ¢ 192,0a 139,1b 191,0 a

* Ambientes B0 B1 B2: intensidad B3: intensidad

moderada intermedia
Soluciones Sol. Nutritiva Agua (mM) NaCl150,0; (mM) NaCl 100,0;
evaluadas Cu 3,0; Fe 2,5 Cu 6,0; Fe 5,0

Diferentes letras mayusculas entre (factor A) y minusculas entre (factor B) indican diferencias significativas (Tukey p<0,05).
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Con respecto a la acumulacién de timol y carvacrol, la
induccién con NaCl (50 y 100 mM) y Fe* (2,5 y 5,0 mM)
produjeron la mitad o menos que en el ambiente B1 sin in-
duccién de estrés. El valor mas alto se logré en el ambiente
estresante con 3,0 mM de Cu con 63,05%. La produccién de
carvacrol con 2,5 mM de Fe?* produjo en B2 el valor mds
alto con 21,43%. Esta produccién superd estadisticamente a
las condiciones ambientales sin induccién de estrés, y a la con-
centracion intermedia de Fe?* ubicada en el ambiente B3.

Prolina. En follaje, el Fe?* estimulé la acumulacién de
prolina (159,8 ppm) (Tabla 4), superando estadisticamente a
aquella producida por Cu?* y NaCl (Tukey p<0,05). El Fe**
permitié la mayor cantidad de prolina en raices (184,16 ppm),
superando a los otros dos elementos. La prolina acumulada
en los ambientes con intensidad moderada (B2) e intermedia
(B3) fue menor que la determinada en el ambiente B1 (con-
dicién con agua), que acumul6 276 ppm. La acumulacién de
prolina en raiz en B1 (192 ppm) fue estadisticamente similar
al valor obtenido en B3.

El elemento Cu?* en el ambiente B2 tuvo un efecto signi-
ficativo, pero igual estadisticamente a la solucién nutritiva en
el ambiente B1. En la raiz fue m4s frecuente encontrar valores
superiores de prolina; el Cu?* en concentracién moderada de
3,0 mM, y el ambiente salino dentro de la condicién ambien-
tal B2, acumularon una cantidad de 213,6 y 176,66 ppm de
prolina, respectivamente. En el ambiente B3, el mayor valor de
prolina (471 ppm) se obtuvo con 5,0 mM de Fe?.

Hubo una estrecha relacién entre la produccion de aceites
esenciales y la cantidad acumulada de prolina; los coeficientes
de correlacién fueron r = 0,997 y r = 0,975 en follaje y raiz,
respectivamente.

DISCUSION

Biomasa. La induccién de estrés en los ambientes con
NaCl afect6 negativamente la produccién de biomasa (a tra-
vés de las variables peso fresco y numero de hojas). Sin em-
bargo, las demds variables no mostraron efectos significativos
entre los ambientes evaluados; resultados similares fueron
reportados por Psarras et al. (2008) y Da Silva et al. (2008).
Estos autores indicaron como factor causal al alto potencial
osmético invertido por las plantas por efecto del estrés salino
en rangos de 35 a 100,0 mM de NaCl. El efecto inhibitorio
en el crecimiento vegetativo fue reportado en Origanum vul-
gare por Said-Al Ahl y Mahomoud (2010). E1 Fe?y Cu* no
tuvieron efectos negativos significativos en la produccién de
biomasa. Estos resultados difieren a los reportados por Xing
et al. (2010). Estos autores informaron efectos negativos so-
bre brotes, raiz y hojas por exceso de Cu*" y Fe?* en Spirodela
polyrrhiza (L.). Khurana et al. (2006) y Martins y Mourato
(2006) encontraron una reduccién de biomasa por exceso de
cobre en concentraciones entre 0,015 y 0,35 mM, y entre 0,15
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y 200 pmol en plantulas de Licopersycum esculetum y Brassica
napus, respectivamente. Sin embargo, Kirbag y Kirbag (2007)
sefialaron que los niveles de Cu®* por encima de los reque-
rimientos de las pldntulas no causaron efectos negativos en
plntulas de girasol (Helianthus annuus L.). Contrariamente,
la altura de planta, raiz y superficie laminar fueron reducidos
por exceso de cobre en Origanum vulgare (Panou-Filotheou

et al., 2001).

Aceites esenciales. La produccién de aceites esenciales fue
superior en las plantas en los ambientes estresantes con in-
tensidad moderada e intermedia. Estos resultados coinciden
con los informados por Singh-Sangwan et al. (1994). Estos
autores demostraron que la cantidad de aceites esenciales se
mantuvo o aumentd por efecto del estrés como una respues-
ta metabélica de las plantas. La relacion encontrada entre las
condiciones de estrés y el aumento en el contenido de aceite
en las plantas se podria atribuir a la disminucién de la biosin-
tesis de metabolitos primarios por efectos del estrés, causando
en consecuencia un aumento en la produccién de metabolitos
secundarios (Naghdi -Badi et al., 2004). La mayor produccién
de aceites esenciales debido al estrés de Cu?* o Fe?* coincide
con los resultados obtenidos por Said y Mhamoud (2010). Es-
tos autores hallaron mayor acumulacién de aceites esenciales
con aplicacién foliar de hierro en Ocimum basilicum. Azis et al.
(2010) reportaron que con aplicacién foliar de hierro y zinc
se logré un incremento significativo de aceite en Cymbopo-
gon citratus L. El exceso de cobre y hierro causa estrés oxi-
dativo y en consecuencia una respuesta antioxidante debido
al incremento de radicales libres, lo cual incluye una mayor
actividad de enzimas antioxidantes (De Vos y Schat, 1992).
El efecto de estrés salino inducido en moderada intensidad
causé un incremento significativo de aceite en comparacién
con las condiciones sin induccién de estrés. En Ocimum basili-
cum L. se han reportado cantidades altas de aceite esencial en
plantas desarrolladas bajo condiciones de salinidad moderada
(El-Hendaway et al., 2005; Al- Amier et al., 2008; Said-Al
Ahl y Mahomoud, 2010). Sin embargo, Said-Al Ahl y Maho-
moud (2010) reportaron un descenso en la sintesis de aceite
por efecto de salinidad en Origanum vulgare L. Khorasanine-
jad et al. (2010) reportaron una baja produccién de aceite por
efecto de salinidad en Mentha piperita L.

Timol y carvacrol. Dentro de un mismo ambiente de
manejo y con la misma concentracién se obtuvieron cantida-
des contrastantes de timol y carvacrol, similar a lo reportado
por Arcila et al. (2004). Estos autores sefialaron que un in-
cremento en el porcentaje de timol provocé una disminucién
de carvacrol, y viceversa. Los valores mis altos de timol y
carvacrol se observaron en los ambientes con induccién de
estrés moderado en Cu®* y Fe*,respectivamente. Sin embar-
20, los valores promedio de los ambientes sin induccién de
estrés fueron significativamente mayores, tal como lo repor-
taron Gurudatt et al. (2010). Estos autores indicaron que
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la expresion de genes en diferentes estados de desarrollo es
influenciada por el medio ambiente. Los resultados obteni-
dos en el ambiente salino coinciden con lo reportado por
Said-Al Ahl y Mahomoud (2010), quienes demostraron una
reduccién de estos metabolitos por efecto de salinidad en
Origanum wvulgare L.

Prolina. La prolina en follaje y raiz se acumulé en ma-
yor medida por efecto de estrés con Fe**. En cambio, en los
promedios del factor B los mayores valores de prolina se
observaron en las condicién del ambiente con solo agua, lo
que sugiere que Lippia graveolens puede comportarse como
una planta hiperacumuladora de prolina tal como lo repor-
taron Kavi- Kishor et al. (2005). En la raiz de las plantas,
en ambientes estresantes, la prolina se acumulé en cantida-
des significativamente mayores; las plantas expuestas a es-
tas condiciones exhibieron un desarrollo vegetativo normal
y una produccién de metabolitos notablemente superior a
la obtenida bajo condiciones sin estrés. Probablemente la
prolina actia como un osmolito regulador ante el estrés
oxidativo, actuando como una fuente de reserva de carbo-
no y nitrégeno, susceptible de ser utilizada como fuente de
energia (Zhang y Verma, 1997). Ademis, la prolina creada
bajo estrés inducido por sales, metales y condiciones de des-
hidratacién no solo es un sefializador en el sistema redox
sino también un reductor de eficacia de radicales libres en
especies reactivas a oxigeno (Alia y Pardha, 1991). En este
sentido, Paleg et al. (1984) mencionaron que la actividad de
las enzimas catalasa, peroxidasa y polifenoloxidasa fueron
originadas por prolina. La estrecha relacién entre la produc-
cién de aceites esenciales y la acumulacion de prolina en los
ambientes evaluados indica un efecto probable del metabo-
lismo intermedio de la planta que promueve la acumulacién
de este osmolito como respuesta al estrés oxidativo, y en
consecuencia la biosintesis de aceite esencial (Paleg et al.,
1984). Estos autores informaron que la mayor biosintesis
de aceite esencial por estrés inducido con salinidad y iones
metdlicos, probablemente derivé en una actividad enzimati-
ca antioxidante que condujo a mayor acumulacién de meta-
bolitos secundarios (Lattanzio et al., 2009). Los efectos de
los ambientes estresantes evaluados indujeron cambios en
el metabolismo de las plantas que derivaron en una mayor
biosintesis de aceites esenciales, y consecuentemente en una
mayor cantidad de timol y carvacrol.
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